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OZET
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MIGREN HASTALARINDA nNOS GEN POLIMORFIZMININ ARASTIRILMASI
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Gaziantep Universitesi-Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Farmakoloji Anabilim Dal1

Danigman: Yrd. Dog. Dr. Belgin ALASEHIRLI
Ekim 2007- 72 Sayfa

Migren, norolojik ve non-norolojik belirtilerle karakterize, ataklarla seyreden bir bag
agris1 sendromudur. Migrende fizyopatoloji karmagsiktir. Bugiin i¢cin genetik ve ¢evresel
faktorler, vaskiiler degisiklikler, hipotalamik disfonksiyon, norotransmitterler,
trigeminovaskiiler anormallikler ve norojenik inflamasyonun ortak rolii oldugu kabul
edilmektedir. Migren etiyolojisinde genetik yatkinligin 6nemi uzun zamandan beri
bilinmektedir. Ancak bu genetik aktarimin sekli halen tam olarak ortaya konulamamustir.
Bununla beraber birden fazla genin rol aldigi disiiniilmektedir. Migrende kilit bir
molekiil oldugu diisliniilen nitrik oksidin (NO) vazodilatasyon, ndrotransmisyon,
norojenik inflamasyon ve nosisepsiyon gibi biyolojik aktivitelerde rolii bulunmaktadir.
GTN, histamin, nitrogliserin gibi NO dondrii olan ilaclarin migren atagim tetikledigi
bilinmektedir. NO ve migren arasinda iliski oldugunu gosteren cesitli caligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, nNOS geni C276T polimorfizmi ile migren arasinda iligki
olup olmadig arastirildi. 120 migrenli hasta ve 185 saglikli bireyden alinan tam kan
orneklerinden DNA izolasyonunu takiben Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile elde edilen genotipler saglikli
goniilliilerden elde edilen 6rneklerle karsilastirildi. Elde edilen veriler, istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; nNOS geni C276T polimorfizmi ile migren hastaligi arasinda

anlaml bir iligki olmadig belirlendi.

Anahtar Kelimeler: nNOS, migren, polimorfizm



ABSTRACT
M.S. Thesis

nNOS GENE POLYMORPHISM IN MIGRAINE PATIENTS
Ecz. Ayse OZEL
University of Gaziantep - Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Belgin ALASEHIRLI
October 2007-72 Pages

Migraine is a sendrome that characterized by neurological and non-neurological
symptoms. Migraine developed with a headache by attacks. Physiopathology of
migraine is complicated. Today, genetic and environmental factors, vascular
modifications, hypothalamus dysfunctions, neurotransmitters, trigeminovascular
abnormalities and neurogenic inflammations are considered to have an active part
in migraine. Importance of genetic predisposition of etiopathogenesis of migraine
has been known for a long time. The pattern of inheritance has not been
identified completely yet but multigenetic factors may play role in inheritance.
Nitric oxide (NO) plays a major role in vasodilation, neurotransmission,
neurogenic inflammation, nociception, etc. has been considered to be the key
molecule of migraine. Glyceryl trinitrat, histamine and nitroglycerin NO donor,
have been known to trigger migraine attacks. There are several studies that
shown relations between NO and migraine. In this study, we investigated that if
there is any relation between C276T polymorphism of nNOS gene and migraine.
Following DNA isolation from blood samples were taken from 120 migraine
patients and 185 healthy persons the genotypes (compared with samples that
obtained from healthy persons), by Polymerase Chain Reaction (PCR) and
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP). Statistical evaluation of the
data showed that there is no any marked relation between the C276T

polymorphism of the nNOS gene and migraine.

Key Words: nNOS, migraine, polymorphism.
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1.GIRIS

Bas agris1, M.S. 130’1u yillardan beri bilinen bir hastalik olup, giiniimiizde bir¢ok
farkli tipteki bas agrilar1 tamimlanmistir. Uluslararast Bas Agrisi Dernegi (IHS)
tarafindan 2006 yilinda yenilenen siniflandirmaya gore bas agrilari, basta migren olmak
tizere 13 temel gruba ayrilmistir (1-3). Migren, cok genis yelpazeli norolojik ve
gastrointestinal ve otonomik degisikliklerin c¢esitli kombinasyonlar1 seklinde non-
norolojik belirtilerle karakterize birincil bir bas agris1 sendromudur (4). Migren ataklar
stres, aclik, 6g8iin atlama, uyku diizenindeki sapmalar, agir kokular, bazi yiyecek ve
ozellikle alkollii igecekler, hava degisimi, menstruasyon gibi ¢esitli tetikleyici faktorlerle
ortaya ¢ikmakla birlikte bu faktorler tek baslarina etkili degildir (5). Hemen hemen her
yasta baglayabilen migren, en sik 25-55 yaslar arasinda olmak iizere daha ¢cok kadinlarda
goriilmektedir. Migrenin is giicli kaybina, iiretkenligin azalmasina, sosyal aktivitelerin
iptal edilmesine neden olmasi yasam kalitesini direkt etkilemesi, tedavisine Onem
kazandirmaktadir (6).

Migren genetik faktorlerin de onemli bir rolii oldugu oldukc¢a karmasik bir
etiyopatogeneze sahiptir. Bu nedenle ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
amagclanarak son yillarda migrenin c¢esitli norotransmitterler, enzimler, reseptorler,
noropeptidler, transport proteinleri gibi molekiillerle iligkisinin arastirildigi genetik
caligmalar hiz kazanmustir.

Nitrik oksid (NO) vazodilatasyon, norojenik inflamasyon ve nosisepsiyonda rol
oynamasi nedeniyle migren etiyopatogenezine katkida bulunan olasi molekiillerden
birisidir (7-11). NO dondrii olan gliseril trinitrat (GTN) ve histaminin vazodilator etkisi
ile migren ataklarin tetikledigi gozlenmistir (7, 12, 13). GTN ve histaminin sebep
oldugu migrenin olas1 mediyatorii olan NO’nun migren ataginin sadece baslangicinda
degil tamaminda rol oynayabilecegi belirtilmektedir (14). NO, NO-sGMP yolaginin
aktivasyonu ile vaskiiler dilatasyona neden olarak migren ataklari sirasinda serebral kan
akimin1  degistirmektedir ve ayrica intrakranyal arterlerin etrafinda bulunan
nonadrenerjik nonkolinerjik perivaskiiler sistemden (NANC) kaynaklanan NO, serebral
arterlerin norojenik dilatasyonuna aracilik etmektedir (8, 15-17). NO’nun perivaskiiler

norojenik inflamasyonu baslatmas: hiperaljezide ve agrinin iletimi icin gerekli olan



norotransmisyonda onemli role sahip oldugunu gostermektedir (8, 18, 19). Mashimo ve
arkadaslar1 (10) nitrogliserin ile olusan bas agrisinin nedenini NO’nun kan damarlar1
izerindeki etkisinden bagimsiz olarak nosiseptorleri direkt uyarmasi hipotezi ile
aciklarken, bir baska calisma migrenli hastalara ekzojen NO kaynagi olan nitrogliserinin
intravenodz inflizyon ile verilmesini takiben gelisen ataklardan orta serebral arterde
gelisen vazodilatasyonu sorumlu tutmustur (20). Sonug olarak, NO’nun migren iizerinde
hem kan damarlarim1 genisleterek hem de nosiseptorleri direkt etkileyerek anahtar bir

molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir.

Daha 6nce NOS enzimlerindeki ¢esitli polimorfizmlerin migrenle iliskisinin
arastirlldig calismalar yapilmistir. Borroni ve arkadaslarinin (21) ¢alismasinda, eNOS
geni Glu298Asp polimorfizmininin aurali migren i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu
bildirilmistir.

Migren etiyolojisinde kilit bir molekiil olarak tanimlanan NO’nun sentezinden
sorumlu NOS enzimlerinin genetik polimorfizminin hastalikla iligkisini belirlemek
amaciyla bu ¢alismada nNOS C276T polimorfizmi arastirilmistir. Bu ¢alismada nNOS
polimorfizminin aurali ve aurasiz migrenlilerdeki roliine, hastaligin baslama yasi, atak
siklig1 gibi parametreler ile genotipleri arasindaki iligkiye bakilmistir. Fakat anlamli
iligki bulunamamistir. Bu calisma, nNOS C276T polimorfizminin migrenle iliskisinin
arastirlldigr ilk c¢alismadir. nNOS genindeki farkli bir polimorfizmin incelendigi bir

caligmada migrenle anlamli iliski bulunamamustir (22).

NO, migren etiyolojisinin aydinlatilmasi ve yeni tedavi seceneklerinin
cikarilmasit amaciyla incelenmeye deger bir molekiildiir. Yapilan calismalar NOS
inhibitorlerinin akut migren atagimin tedavisinde etkili olabilecegini gostermektedir.
Ayrica migrende rolii olan NO’nun kaynaginin belirlenmesi ile spesifik NOS

inhibitorleri, gelecekteki tedavi yaklasimlarindan biri olabilir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. MiGREN

2.1.1. Bas Agrisinin Tamimu ve Tarihcesi

Agr1 duyusu, genel olarak viicudun herhangi bir yerinden kaynaklanan bir doku
hasarina bagli olan veya olmayan, bir¢ok faktdre bagli oldugu gibi kisiden kisiye de
farklilik gosteren duyusal merkezli bir duyu olarak tanimlanmaktadir (1).

Agn tiplerinden biri olan bas agrisi, insanligin var olusundan bu yana, ¢ok sik
kargilagilan onemli bir sorundur. Populasyon temelinde yapilan caligmalar ile hayat
boyunca, en az bir defa herhangi bir tip bas agrisindan etkilenme oraninin erkeklerde
%90 ve kadinlarda %95 oldugu tahmin edilmektedir (23). ‘Bas agrisi’ deyimi kafada
orbitanin {istiinden suboksipital bolgeye kadar duyulan agri ve rahatsizlik hissi i¢in
kullanilir. Agrinin kaynagi her zaman bu bolgede olmayip yiiz, disler veya boyunda da
olabilir ve bu tanimlanan alanlara yayilabilir (24). Bas agrilar1 ya intrakranyal ya da
ekstrakranyal olarak bulunan agriya duyarli anatomik olusumlarin, degisik nedenlere
bagl olarak etkilenmeleri sonucu ortaya ¢ikar (25).

Intrakranyal agriya duyarli yapilar Willis halkasindaki arterleri ve bunlarin orta
boy dallarinin ilk birka¢ santimetresini, meningeal arterleri (dural), genis venleri, dural
venOz siniisleri ve duralin kan damarlarina komsu kisimlarini igermektedir. Agriya
duyarli yapilar; eksternal karotid arterin kafa disinda kalan kisimlarini ve bunun
dallarini, kafa ve ense kaslarini, derinin sinirlerini, servikal sinirleri ve koklerini,
siniislerin mukozasini, disleri ve bu yapilar genisletilirse V, VII, IX ve X’uncu kafa
ciftlerini igerir (2, 26, 27). Agriya duyarli yapilar inflamasyon, traksiyon, kompresyon,
malign infiltrasyon ve benzeri durumlardan etkilenerek bas agrisina yol agarlar. Yiizeyel
yapilarin agrilari hemen lezyonun {istiine yansirken daha derinde yerlesmis olan
lezyonlarin agrilar1 uzak bolgelere yansiyabilir (26).

Bas agrisinin  tarihgesi M.S.130 willarina dayanmaktadir. Eski Yunan
literatiiriinde Galen, bas agris1 sendromlarindan bahsetmis, bugiin bilinen anlamda
migrenin pek ¢cok semptomunu detaylartyla anlatmistir. Orta ¢cag boyunca, bas agrilarim

tedavi amaciyla, dolasimda basin¢ yapan fazla kanin alinmasi (flebotomi) gibi



yontemlere basvurulmustur. 17. yilizyildan baslayarak bas agrilarinin basta mide olmak
tizere bazi1 i¢c organlardaki fazla kan akimindan (konjesyon) kaynaklandigi
diisiiniilmiistiir. Spesifik bilimsel bas agrilart caligmalart ise 19. yiizyildan sonra
baslamustir.

1600’1ii yillarda, ingiliz Doktor Thomas Willis, bas agrilarinin beyine giden kan
miktarindaki ani artigtan kaynaklandigini ileri siirmiistiir. Willis, kan damarlarindaki ani
genislemenin, cevredeki sinirlere basing yaptigini ve bunun da agriyr tetikledigini
belirtmistir. Willis’in bu goriisii biraz degiserek giiniimiize kadar gelmistir. Bu goriis,
son 20 yilda gelisen teknoloji ile degisime ugramistir. Son yillardaki teknolojik
gelismeler, beynin dis zar olarak tanimlanan duramater’de bulunan sinir uglar ile ilgili
bilgimizi arttirmistir. Bu bilgiler 1s18inda bas agrilari, giiniimiizde ¢cok daha ayrintili bir

sekilde incelenmektedir (28, 29).

2.1.2. Bas agrilarimin Siniflandirilmasi

Bas agnilari, 1988’de, Uluslararas1 Bas Agris1 Dernegi (International Headache
Society-IHS) tarafindan detayli olarak siniflandirilmis ve 2006’da Uluslararasi Bag
Agris1 Derneginin Bas Agrist Stmiflandirma Komitesi tarafindan aynen kabul edilmistir
(2, 3). Bu simiflandirmaya gore bas agrilart 13 tipe ayrilmistir (Tablo 1).

Bu gruplar arasinda sayilan migren ve gerilim tipi bas agrilarindan doniistiigii
kabul edilen, giinliik asir1 agr kesici kullanimina bagl olarak olusan, ‘giinliik siiregelen
bag agrilar1’” vardir. Bu grup Uluslararas1 Bag Agrist Dernegi tarafindan ‘bazi maddelerin
kullanilmas1 veya kesilmesi ile iliskili olan bas agrilar’ arasinda sayilsa da, bazi

arastirmacilar bu bas agrilarini, ayr1 bir grup olarak kabul etmektedirler (5).



Tablo 1. Uluslar Aras1 Bas Agris1 Derneginin Bas Agrilart Siniflandirmasi

Migren

Gerilim tipi bas agrisi

Kafa travmasi ile ilgili bas agrilart

Cluster (kiime) bas agris1 ve kronik paroksismal hemikranya

Vaskiiler hastaliklarla ilgili bas agrilari

Vaskiiler olmayan intrakranyal bozukluklarla ilgili bas agrilar

Maddelere ve birakilmalarina bagli bas agrilar

Beyin dis1 enfeksiyonlara bagli bas agrilar

I e I A B I B

Metabolik anormalliklere bagli bas agrilar

._
e

Kranyum, ense, goz, kulak, burun, siniis, dis, agiz ya da diger yiiz veya kranyal

yapilarin bozukluklarina bagli bas ve yiiz agrilari

1.

Kranyal nevraljiler, sinir kokii agrilar1 ve deafferantasyon agrisi

12.

Bas veya yiiz agrilarinin diger tipleri

13.

Siiflandirilamayan bas agrilar

2.1.3. Migrenin Tanim ve Simiflandirilmasi

Migren ilk defa M.S. II. yilizyilda Areatus tarafindan, basin tek tarafinda

hissedilen, bulantinin eslik ettigi ve agrisiz donemler iceren paroksismal bir bas agrisi

olarak tarif edilmistir. Tek tarafli bag agris1 olmas1 nedeniyle dnceleri hemikranya, daha

sonralart hemigranea ve migranea terimleri kullanilmistir. Giiniimiizde Fransizca’dan

alinan “migraneur” teriminden doniistiiriilerek migren denilmistir (26). Migren genetik

olarak yatkin bireylerde, primer beyin disfonksiyonu sonucu ndrovaskiiler reaksiyon

iiriinii olarak araliklarla gelen ve nadiren sabit olabilen bas agrilaridir (27, 30). Migren,

cok genis yelpazeli norolojik ve non-norolojik belirtilerle tekrarlayan birincil bir bag

agrist sendromudur. Bas agris1 ile beraber norolojik, gastrointestinal ve otonomik

degisikliklerin ¢esitli kombinasyonlar1 goriiliir.

Migrenin nedeni tam olarak bilinmediginden smiflandirmasi tanimlayici

terimlere dayanmaktadir. Migren hastaligit IHS Bas Agris1 Smiflandirma Komitesi




tarafindan hazirlanan bir tabloya gore siniflandirilmaktadir (Tablo 2) (26).

Tablo 2. Migren Siniflandirmasi

A.

Aurasiz migren

B.

Aurali migren
1. Tipik aurali
2. Uzun aural
3. Familyal hemiplejik
4. Baziler migren
5. Bas agrisiz migren aurast

6. Ani ortaya ¢ikan aurali migren

Oftalmoplejik migren

Retinal migren

Migrenle iligkili veya migren prekiirsorii olabilecek cocukluk c¢agi
periyodik sendromlar1
1. Cocukluk ¢aginin benign paroksismal vertigosu

2. Cocukluk cag alternan hemiplejisi

Migren komplikasyonlari
1. Status migreneus

2. Migren enfarkti

Smiflandirilamayan migren benzeri bozukluklar

Uluslararas1 Bag Agris1 Dernegi 1988°de aurali ve aurasiz migren tani kriterlerini

tammmlamiglardir (Tablo 3). Bu tam kriterleri giiniimiizde halen gecerliliklerini

siirdiirmektedir. Migren tanisinda en onemli faktor, dikkatli ve detayli bir hikaye ile tiim

olaylarin zamansal olarak tanimlanmasidir. Genel fizik ve norolojik muayene normaldir.

Migren tanisin1 koyduran 6zel bir tan1 yontemi mevcut degildir (2, 3).



Tablo 3. Aurali ve Aurasiz Migren Tan1 Kriterleri

Aurali migren tam Kkriterleri
A ve B. Asagidakilerden en az 3 kritere uyan, 2 veya daha fazla migren atagi

1) Kortikal ve/veya beyin sapt disfonksiyonu gosteren, bir veya daha fazla geri
doniistimlii aura semptomu

2) Aura semptomlarindan bir tanesinin 4 dakikadan uzun siirede gelismesi veya birbirini
izleyen 2 veya daha fazla semptom olmasi

3) Hig¢bir aura semptomunun 60 dakikadan uzun siirmemesi ve birden fazla semptom varsa
bu siirenin oranli olarak artmasi

4) Auradan sonra bas agrisinin baglamasina kadar gecen siirenin 60 dakikay1 gecmemesi

C. Aurasiz migren i¢in kabul edilen “E” tam kriterleri ile uyumlu ayirict tani.

Aurasiz migren tani kriterleri
A. Asagidaki kriterlere uygun en az 5 atak
B. Tedavisiz veya etkisiz tedavi altinda 4-72 saat siiren bas agris1 ataklari
C. Asagidaki ozelliklerden en az ikisini tasiyan bas agrisi
1) Tek tarafli yerlesim
2) Zonklayic ozellik
3) Orta veya agir siddette, giinliik yasam aktivitelerini engelleyecek derecede agri
4) Fiziksel aktiviteyle (merdiven ¢ikma vb. giinliik rutin aktivite) artis gdsteren agri
D. Agr sirasinda en az asagidakilerden biri;
1) Bulant1 ve/veya kusma
2) Fonofobi ve fotofobi
E. Asagidakilerden en az biri
1) Oykii, fiziksel ve norolojik muayene sekonder bir bag agrisin1 diisiindiirtmemeli
2) Oykii ve/veya fiziksel ve/veya norolojik muayene, sekonder bir bas agris1 nedenini
diisiindiirtse bile uygun incelemelerle boyle bir olasiligin dislanmis olmasi
3) Bas agrisinin sekonder bir nedenin varligina ragmen migren ataginin bu nedenden 6nce

ortaya ¢ikmis olmasi/ikisi arasinda zamansal iligski kurulamamasi




2.1.4. Migrenin Etiyolojisi ve Patogenezi

Migren bas agrisi, genetik yatkinligi olan kisilerde endojen ve/veya ekzojen
faktorlerle tetiklenen noronal vaskiiler olaylar zinciri sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
olaylar zinciri sirasinda trigeminal vaskiiler sistemin aktivasyonu migren bas agrisinin
esasini teskil eder. Son yillarda elde edilen bilgiler 15181nda, migren patofizyolojisinde
vaskiiler teoriden uzaklasilmis, integre norovaskiiler teori benimsenmistir (31). Vaskiiler
teori kranyal damarlardaki vazospazm ve vazodilatasyon ile migren semptomlarinin
ortaya ciktigin1i One siirerken, norovaskiiler teori migren bas agrisinda ndéronal
aktivasyona ikincil olarak vaskiiler degisiklikler oldugunu one siirmektedir. Noral
olaylar sonucunda agriya duyarl yapilardaki kan damarlar1 dilate olmakta bu ise daha

fazla trigeminal sinir aktivasyonuna ve agriya yol agmaktadir (32-34).

Migren bas agrisinin patogenezini anlamak icin basin agri duyusunu tasiyan
trigeminal siniri ve vaskiiler innervasyonu iyi bilmek gerekmektedir. Trigeminal sinir
oftalmik dali araciligi ile pia, araknoid ve dura materdeki damarlari, intrakranyal

damarlarin proksimalini yogun bir bicimde inerve etmektedir.

Trigeminal aksonlarin ve nosiseptorlerin perivaskiiler lokalizasyonu nedeniyle
meninksler ve biiyilk damarlar agriya duyarli iken trigeminal inervasyondan yoksun
beyin parenkiminde agri duyusu bulunmamaktadir. Kiiciik capli trigeminal sinir
liflerinin bir kism1 aksonal dallanma nedeniyle hem pia-araknoid (orta serebral arter)
hem de dural damarlar1 (orta meningeal arter) inerve etmektedir (35, 36). Trigeminal
sinirin periferik aksonlarinin aktivasyonu agr1 duyusunu trigeminal ganglion ve santral
aksonlar1 araciligi ile 2. noronlarini olusturan C2’den bulbusa dek uzanan Trigeminal
Nukleus Kaudalist’e (TNK) iletir. Periferik trigeminal aksonlarin aktivasyonu bir
yandan da antidromik olarak igerdigi noropeptitlerin (CGRP, substance P, NKA)
perivaskiiler alana salinmasi ile vazodilatasyon, kan akimi artist ve protein
ekstravazasyonuna yani norojenik inflamasyona neden olur. Bu vazodilatasyon ve
O0dem, perivaskiiler trigeminal aksonlarin daha fazla uyarilmasina ve daha fazla agriya

yol agmaktadir (31, 37).



Agr1 duyusu TNK’dan ¢ikarak beyin sapinda orta hatta ¢apraz yapip trigeminal
lemniskusu olusturarak talamusun posteromediyal ventral c¢ekirdeginde sonlanir, daha
sonra primer somatosensoriyel korteks ve singulat kortekse ulasir. Agriya eslik eden
afektif ve emosyonel durumdan ise parabrakial nukleus, talamusun intralaminar
nukleusu, amigdala ve insuler korteksi i¢ine alan farkli bir yolagin aktivasyonu

sorumludur (38, 39).

Beyin sap1 yapilarinin migren ataklart sirasinda aktive oldugu PET ve
fonksiyonel MRI caligmalariyla gosterilmis, buna dayanarak beyin sapimin migren

jeneratorii olabilecegi de one siiriilmiistiir (40).

Migrenlilerin 1/5’inde agrnidan 20-40 dakika Once ortaya cikan gorsel
semptomlara bir oksipital lobdan kaynaklanan, yayilan noronal ve glial eksitasyon
neden olmaktadir. Son zamanlarda fMRI ve PET calismalan ile gorsel aura
semptomlarinin altinda yatan patofizyolojik mekanizmanin Leao’nun yayilan kortikal
depresyon dalgalar1 oldugu gosterilmistir (41-44). Bu fenomen yayilan kortikal
potansiyelde ani azalma, ekstraselliiler iyon ve norotransmitterlerde gecici artis ve buna
eslik eden hiperemiyi takip eden uzun siireli noronal uyarilabilirlikte ve kan akiminda
azalma ile karakterize yavas yayillan (3 mm/dk) bir dalganin korteks boyunca
ilerlemesidir. Migren agrisit sirasinda da oksipital korteksten baslayarak One dogru
yayilan hiperemi ve ardindan oligemi dalgasinin gorsel semptomlarla korele olarak
ortaya ciktigi gosterilmistir. Daha Otesi korteksteki oligemi migren agrisi sirasinda da
siirmekte bazi aurasiz migren agrilarinda da gozlenebilmektedir. Auranin bas agrisina
neden olabilecegi 60 yila yakin bir siiredir One siiriillmesine karsin aura ve migren
arasindaki sebep sonug iligkisi 2002 yilinda gosterilmistir. Laser Spectle ad1 verilen yeni
bir goriintiileme yontemi kullanilarak serebral korteks ve dura materdeki kan akimi ayni
anda goriintiilenebilmis ve intrinsik beyin aktivitesinin, yayilan kortikal depresyonun
meningeal trigeminal sinir uclarini aktive edebildigi gOsterilmistir. Yayilan kortikal
depresyon sonrasi korteks, oligemi fazinda iken agriya hassas dura materde 45 dk. siiren
kan akimi artis1 ve vazodilatasyon gozlenmistir. Bu cevabin trigeminal sinirin oftalmik
dali aracilif ile ortaya ciktigi ve beyin sapindaki agriya duyarli ¢ekirdeklerin de aktive

oldugu gosterilmistir. Ayrica yayillan kortikal depresyonun trigeminal sinir



aktivasyonuna yol agarak durada norojenik inflamasyona neden oldugu da gosterilmistir

(33, 34).

Lokus sereleus ve dorsal Raphe nukleuslar: gibi aminerjik beyin sap1 nukleuslar:
serebral kan akimini diizenlemekte, kortikal ndronal uyarilabilirligini etkileyebilmekte
ve endojen agri kontrol mekanizmalarini kontrol edebilmektedirler. Bu yapilarin
etkisiyle trigeminovaskiiler sistemin dolayli veya dogrudan etkilenmesiyle de agrinin
ortaya c¢ikabilecegi kuvvetli bir olasilik olarak goriinmektedir. Nitekim agrinin bazi
migrenlilerde bir bas yariminda hissedilmesi trigeminovaskiiler yapilarin tek tarafl
etkilenmesi ile aciklanmaya calisilmaktadir. Trigeminal kontrol altinda oldugu kabul
edilen ekstrakranyal agirlikli norojenik inflamasyon ve vaskiiler bir dilatasyonun ortaya
cikigt ile birlikte merkezi agri iletim sistemlerinin baskilanmasinda bir yetersizlik ve
agr esiginde diisme agrinin periferik ve merkezi mekanizmalar1 arasinda kabul goren

goriislerdir (5).

Migrenin patogenezinde santral agri kurami da vardir. Burada serotonin
yetmezligi s6z konusudur. Serotonin, periferde algojenik bir madde olarak etki yaparken
SSS’de agrili impulslar1 inhibe eden bir noromediyator olarak gorev yapar. Migrenli
hastalarda iktal ve interiktal donemlerde trombositlerden serotonin salinim bozuklugu

degisik caligmalarla ortaya konmustur (45).

Migrenle gerilim tipi bas agrisinin Ortiisen bircok ozelligi tespit edilmistir. Bazen
birbirinden ayirt etmesi oldukca zor olabilmektedir. Ornegin; agrimin yerlesim acisindan,
migrenlilerin 1/3’tinde agn tiim bas1 kapsarken, gerilim tipi agrilarin 1/5’inde yarim
(unilateral) kalmaktadir. Zonklayict 6zelligin gerilim bas agrilarinin %?20-30’unda
oldugu kaydedilirken, bas hareketleriyle agrida artig, bulant1, 1518a karsi tepki (fotofobi)
gibi daha ¢ok migren tiirii agrilarla beraber goriilmesi beklenen belirtilerin, gerilim tiirii
agrilarda da %5-50 gibi degisen oranlarda oldugu belirlenmigtir. Nitekim kronik
tekrarlayan agrilarla bagvuran hastalarin en az %15’inde agrinin aurasiz migren mi,
yoksa gerilim tipinde mi oldugu klinik olarak net belirlenememektedir (5). Ancak, genel
olarak belirlenmis olan gerilim tipi bas agris1 ile migren aralarindaki fark cizelgede

gosterilmigtir (25).
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Tablo 4. Migren ile Gerilim Tipi Bas Agris1 Arasindaki Ayirt Edici Genel Ozellikler

Ozellikler Migren Gerilim tipi
Lokalizasyonu Basin 6n kismi ve unilateral | Bilateral, frontal, oksipital
Bulanti-kusma Zaman zaman Yok
Meydana ¢ikisi Beklenmedik, genellikle Stres sonrasi ya da ¢alisma

sabah doneminde
Boyun ve kafa kaslarinda Yok Var

lokalize duyarlilik ve spazm

Siklig1 Beklenmedik ve periyodik Gerilimli donemlerde ve

uzun sureli

Agr karakteri Zonklayici Devamli, sikisma ve basing
duyumu
Ruhsal gerilimle iliskisi Degisken Her zaman

2.1.5. Migrenin Epidemiyolojisi

Migren prevalans calismalari bati diinyasinda bu tiir bag agrisinin eriskin
toplumunda kadinlarda %12-24; erkeklerde ise %5-12 oranlarinda goriildiigiinii
gostermektedir. Tiirk Bas Agris1 Epidemiyolojisi Calisma Grubunun tiim Tiirkiye’yi
yansitacak sekilde yaptig bas agrisi ile 1lgili cok merkezli epidemiyolojik bir ¢calismada;
15-55 yas grubu ele alindiginda migren prevalans: %16.4 olarak bulunmustur. Cinsiyet
dagilimina baktigimiz zaman bu oranlar kadinlar i¢in %?21.8, erkekler i¢in %10.9 olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu degerler goreceli olarak yiiksek izlenimi vermekle birlikte
yakin zamanda batida yapilmis ¢alismalarla uyumludur. Toplumumuzda kadinlarda —
beklendigi gibi- migrene daha sik rastlanirken, bu bas agrisinin en ¢ok gozlendigi yas
dilimi 30-39 olarak bulunmustur. Bu bat1 toplumlarinda da aynidir. Bu yas araliginda
kadm erkek oram 3-4 katma cikar. Ote yandan egitim diizeyi diisiik, esinden ayrilmis
veya dul olanlarda migrenle daha sik karsilasilirken, kirsal veya kent yerlesimli yasam
ve genel sosyo-ekonomik diizey migrenin ortaya c¢ikisinda anlamli bir etki

gostermemektedir.
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Bas agrilarinin iilkelere getirdigi ekonomik kayip ise olduk¢a onemlidir. Tiirk
Bas Agnis1 Epidemiyolojisi Calisma Grubunun, 1998’de yaptigi calismaya gore,
migrenin yilda 5.4 giin 15 kaybina neden oldugu ve 50 trilyon TL maddi yiik
olusturdugu belirlenmistir (6, 28).

2.1.6. Migrenin Klinigi

Migren hemen hemen her yasta baslayabilmektedir. Genellikle ilk atak genglik
caginda olmaktadir ve kirkli yaslara kadar hastalarin %90’1nda ilk atak gecirilmis olur.
Migren, en sik 25-55 yaslan arasinda goriilmektedir (6). Migren yash insanlarda da
baglayabilmesine ragmen bu kisilerin ciddi intrakranyal rahatsizliklar siiphesiyle
incelenmeleri gereklidir. Migren, gelir diizeyi diisiik olan kisilerde daha siktir (46).
Egitim diizeyi arttikca kadinlarda migren prevalanst azalmaktadir, aile Oykiisiinde
Raynaud Hastalig1 ve giinde alti bardaktan fazla kahve tiiketimi, artmis migren olasilig
ile iligkili bulunmustur (47). Hastalarin %90’1nda ailede migren Oykiisii bulunmaktadir.
Migren prevalansi pek cok durumdan etkilenmektedir. Degisik caligmalarla migren
prevalansinin kadinlarda %20 ve erkeklerde %6 oranlarinda goriildiigii tespit edilmistir
(48). Migren prevalansi irklara gore degisim gosterebilir. Ornegdin, migrenli kadinlar
arasinda yapilan bir calismada, Kafkas kokenli beyazlarda bu oran %?20.4 iken,
siyahlarda %16.2 ve Asyalilarda %4.8 bulunmustur (49). Yapilan bagka bir ¢alismada,
beyaz Amerikalilarda migren prevalans: %20.4, Afrika kokenli Amerikalilarda %16.2 ve
Asya kokenli Amerikalilarda %9.2 olarak bulunmustur (50).

Migren degisik sikliklardaki ataklarla seyreden bir hastaliktir. Bir defa migren
atagl gelistiginde ilerleyen yillarda daha hafif ve daha az siklikta olmak iizere tekrarlama
egilimi gostermektedir (8). Amerikan migren caligmasinda migren atak sikligi ayda
birden az olanlarin orani ise %36, 1-3 arasi olanlar %38, daha sik olanlarin orani ise
%?26 olarak bulunmugstur (50). Migren ataklarinin ortaya ¢ikisim tetikleyen ve agr1 varsa
bunu siddetlendiren bazi faktorler mevcuttur (Tablo 5). Bu tetikleyici faktorlerin aurasiz
migrende %90 ve aurali migrende %60 oraninda goriildiigi sdylenmektedir. Bunlarin
basinda stres, aclik, uyku diizenindeki degisiklikler, baz1 yiyecek ve icecekler ile

menstriiasyon gelmektedir (51-55).
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Migren sadece bir agr1 donemi degildir. Migreni serebral disfonksiyona bagh
olarak sekillenen ve farkli donemler icinde ortaya ¢ikan semptomlar kompleksi olarak
ele almak gereklidir (26). Migren atagi prodrom, aura, agr1 ve postdrom donemlerini
icerir (Tablo 6).

Prodrom donemi agridan onceki saatler, hatta bazi kisilerde giinler icerisinde
yavagca gelisen semptomlart icermektedir. Bunlar genellikle psikolojik, norolojik ve
otonomik/sistemik semptomlardir. Iyi bir sorgulama yapildiginda, migrenlilerin %50-
60’nda prodrom semptomlarinin bir veya daha fazlasina rastlanmaktadir (2). En sik
goriilen prodrom donemi semptomlart Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. Migren Ataklarinin Ortaya Cikisini1 Kolaylastiran Etkenler

. Uyku diizeninde sapmalar (fazla ya da az uyuma)

. Aclik, 6giin atlama

. Baz1 besinler (yumurta, kafein, ¢ikolata, kabuklu deniz hayvanlar1 vb.)
. Alkollii igecekler (sarap, bira vb.)

. Fizik egzersiz ve asir1 yorgunluk (6zellikle giines altinda veya sicakta)
. Siddetli kokular

. Stres

. Menstriiasyon

. Hava degisimleri (lodos vb.)

. Sigara

. Bazi ilaglar (nitrogliserin, rezerpin, oral kontraseptifler vb.)

. Minor kafa travmalari

Tablo 6. Migren Ataginin Donemleri

1) Prodrom donemi
2) Aura donemi (varsa)
3) Agri donemi

4) Postdrom donemi
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Tablo 7. Migrende Goriilen Prodrom Donemi Semptomlar:

Noro-psikolojik semptomlar
. Asint duyarlilik, tepkisellik, depresif duygudurumu
. Ofori, nadiren hiperaktivite
. Durgunluk, donukluk, konsantrasyon ve dikkatte azalma, diisiincede yavaslama
. Kelime bulma gii¢liigii, konusurken takilma
. Artmis 151k-ses-koku duyarliligs
. Esneme, uyuma istegi
Sistemik-otonomik semptomlar
. Ense sertligi
. Halsizlik
. Aclik, tatll yeme istegi, istah artis1 veya istahsizlik
. Asir1 su igme, viicutta su tutulmasi, sik idrara ¢ikma

. Karinda sislik hissi, kabizlik veya ishal hali

Aura donemi, aurali migreni ve bas agrisiz aurast olan migrenlilerde
goriilmektedir. Aurali migreni olan hastada hem aurali hem de aurasiz ataklar
goriilebilir. Aura donemi genellikle prodrom doneminin ardindan ve agr1 doneminin
oncesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu evre hasta tarafindan prodrom evresine gore ¢cok daha
net olarak ifade edilir. Aura doneminde kortikal veya beyin sap1 disfonksiyonu ile
uyumlu semptomlar ortaya cikmaktadir. Aura semptomlart ¢ogunlukla 5-20 dakika
icerisinde gelismekte ve 60 dakikayr gegcmemektedir. Ender olarak bas agris1 ile birlikte
baglayabilir ve aura donemi 60 dakikadan fazla siirebilir.

Aura bulgular1 ¢ogunlukla gorsel bulgulardir. Gorsel aura bulgulart; yar1 alani
gorememe (hemianopsi), yar1 alanda (bazen tiim gorme alaninda) parlak isiklar veya
karanlik noktalar gorme, zigzag/kirik cizgiler gorme seklindedir. Nadir olarak aura
bulgular1 duyusal (hemihipoestezi veya parestezi), motor (hemiparezi veya pleji), afazi,
oftalmopleji, beyin sap1 disfonksiyonu (baziler semptomlar: ¢ift gorme, bulanti, kusma,
bas donmesi, motor ve duyusal kusurlar, dizartri gibi bulgularin tiimii veya birkaci)

seklinde olabilir ve bunlara viziiel bulgular eslik edebilir veya etmeyebilir (56-58).

14




Bas agrisimin karakteri, siiresi, siddeti, eslik bulgulart kisiden kisiye veya ataktan
ataga degisebilir (57). Agr1 donemi kendi icerisinde agrinin baslamasi, agr1 ve agrinin

sonlanmasi seklinde ii¢ boliimde incelenir.

Agrinin baglama evresinde hastalar “ensede, basin arkasinda, basin bir tarafinda
yavas baglayan bir agri-agirlik-rahatsizlik hissi” tarif ederler. Agr1 belli belirsizdir ve
lokalizasyonu net degildir. Cogu zaman zonklama baglamamustir. Siiresi yarim saat ile
iki saat arasindadir. Migren ataginin tedavisi i¢in en uygun donemdir.

Agr1 evresi, cogu zaman zonklayict veya siddetli bir basing olarak tanimlanan,
bazen saatler, bazen 1-2 giin siirebilen bir donemdir. Agrimin giinlik yasami
engelleyecek boyutta siddetlenmesi her atak icin s6z konusu olmadigi gibi, agr1 bir atak
boyunca bastan sona ayni da kalmamaktadir. Kimi zaman birka¢ saat dayanilmayacak
derecede siddetli olmakta, sonra kismi bir hafifleme gosterebilmekte ya da
dalgalanmalarla siirmektedir. Yarim bas agris1 migrenlilerin {i¢te ikisi icin gecerlidir.
Agn tek tarafli veya cift tarafli baslayabilir. Agrinin yerlesimi de tek veya cift tarafl
olabilir. Aym atak sirasinda agri bir taraftan digerine gegebilir. Migrenlilerin %20’sinde
agr1 hep ayn1 bas yariminda goriilUr (tek tarafa kilitlenmis agr1).

Agr1 evresinde agriya bulanti, kusma, anoreksi, fotofobi ve fonofobi gibi
belirtiler eslik ederler (Tablo 7). Agr1 hareketle artabilir. Hastalar agriy1 hafiflettiginden
hareketsiz, yatar pozisyonda, sessiz ve los bir odada dinlenmeyi tercih ederler (Tablo 8).

Noroinflamasyonun belirgin oldugu ve vaskiiler dilatasyonla sekillenen vaskiiler
komponentin 6n plana ¢iktig1 agri doneminde, migren icin tipik olarak kabul edilen diger
bir 6zellik agrinin zonklayici olmasidir. Zonklayici agri migrenlilerin yartya yakininda
goriillmeyebilir. Bazen basing tarzinda, kiint ve bicak batar tarzda agnlar
goriilebilmektedir.

Agrinin sonlanma evresinde, agr1 giderek hafifler ve sekil degistirir. Zonklayici
siddetli agr1 yerini hafif kiint bir agriya birakir. Hasta agrinin hafiflemesiyle rahatlayarak

uyumay tercih eder.
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Tablo 8. Migren Agrist Sirasinda Goriilen Belirtiler

. Bulant1 . Sesten rahatsiz olma . Burun tikaniklig

. Kusma . Isitme bozuklugu . Burun akintis1

. Istahsizlik . Kulak ¢inlamasi . Ensede agri/sertlik

. Mide rahatsizlig . Konugmada zorluk . Cene hareketinde agr1
. Kalp Carpintist . Yiiriime bozuklugu . Alin ve yiizde terleme
. Cift gdrme . Unutkanlik . Kokudan rahatsiz olma
. Goz bebeginde kiiciilme . Bag donmesi . Alinda kizariklik

. Gorme bozuklugu . Basta ates basmasi . Tahammiilsiizliik
.Go6zde kizarma/sulanma . Kafa derisinde ac1/s1z1 . Halsizlik

.Goz kapagi,ylizde sisme . Yiizde kizarma/solma . Terleme

. Isiktan rahatsiz olma . Kollarda uyusukluk . Uyusma

Tablo 9. Migren Agrisin1 Azaltan Faktorler

. Uyku

. Karanlik ortam

. Sessiz ortam

. Bas1 sikma

. Ac¢ik havada dolagsma

. Bol oksijenli havada dolagsma

. Soguk kompres

. Basin1 yikama

Postdrom donemde migren atagimin yiikii kaybolarak yerini bir rahatlama
hissine birakmaktadir. Bu donemde hastalar kendilerini yorgun, bitkin ve bezgin
hissederler. Istahsizlik yerini giderek bir actkma hissine birakir ve bazilarinda tatli yeme
istegi belirir. Kisiler bu donemde sik idrara c¢ikma istegi duyabilirler. Bu dénem

genellikle kisinin kendini iyi hissettigi bir donemdir (5).
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2.1.7. Migrenin Genetigi

17. yiizyildan beri migrende ailesel yatkinligin rolii oldugu bilinmektedir. Onceki
familyal migren ¢alismalar1 agik bir mendelyan kalitim paterni gostermemesine ragmen
son genetik epidemiyolojik ¢alismalar ve poligenik multifaktoriyel model kullanilan ikiz
calismalart genetik katki hipotezini giliclendirmektedir (59). 1993’te bir serebral
otozomal dominant arteriyopati subkortikal enfarkt ve lokoensefalopatili (CADASIL)
kromozom 19q12 iizerinde bulundu. Demans, nobetler ve subkortikal enfarktlara ek
olarak migren, bu bozuklugun belirgin bir 6zelligidir. CADASIL ve migren arasindaki
iliski familyal hemiplejik migrenin (FHM) kromozom 19 ile baglantisim1 arastirmada
ilham kaynagt olmustur ve FHM’nin kromozom 19pl3 {izerinde bulunmasini
saglamistir. Test edilen ailelerin %50’si bu genomik bolgeyle baglanti gostermektedir.
Beyin-spesifik P/Q-tip kalsiyum kanal alfal-subunit geni (CACNL1A4) mutasyonlari
FHM aile agaciyla ilgilidir. Bu gen kromozom 19pl3’te yer alir. Ayni gendeki
mutasyonlar herediter paroksismal serebellar ataksi ile iligkili goriilmektedir (60).

FHM, aurali migrenin nadir bir genetik alt tipi olmasina ragmen, aurali veya
aurasiz tipik migrenle klinik benzerlikleri, en azindan aym fizyopatoloji ile ortaya
cikmalar1 olasiligin1  akla getirmektedir. FHM’nin genetik lokiisunun bulunmasi
molekiiler genetik calismalara ilgiyr artirdi. Fakat 19pl13 bolgesi ile tipik migren
arasinda bag kurma calismalan celigkili sonuclar iiretti. Bir calismada hem kromozom
19CACNLIA4 geni hem de ona yakin bagka bir gen familyal hemiplejik migrenle

iliskili bulunmustur. Migrenin genetik olarak heterojen oldugu gosterilmistir (46).

2.2. Nitrik Oksid

NO, renksiz, son derece toksik, serbest radikal yapisinda oldugundan yar1 émrii
cok kisa, lipofilik, oksijensiz ortamda oldukca stabil, suda eriyen bir gazdir. Diisiik
konsantrasyonlarda iken toksik olmayan, ortamda oksijen varlifinda dahi stabilitesini
koruyan NO, bilinen en diisiik molekiil agirlikli reaktif (biyoaktif) memeli hiicresi
sekresyon iriiniidir. NO’nun yarilanma Omrii en fazla birka¢ dakikadir. NO,

hemoglobin ve superoksit anyonlar1 tarafindan hizli bir sekilde nitrit ve nitrata
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oksitlenir. Basit, fakat biiyiik bir reaktiviteye sahip endojen bir madde olmas1 nedeniyle

NO’nun yeni bir nérotransmitter olabilecegi de diisiiniilmektedir (62).

NO, 1970’11 yillarin sonlarindan beri ¢oziinebilir guanilat siklaz1 aktive eden ve
damar diiz kaslarinda gevsemeye neden olan ligandlardan biri olarak bilinmesine
ragmen, yakin tarihlere kadar endojen bir vazodilator olarak 6nemi vurgulanamamistir
(63, 64). 1980 yilinda Furchgott ve Zawadski asetilkolin uyarisiyla endotel hiicrelerince
yapilan damar diiz kasin1 gevsetici bir madde bildirdiler. Bu maddeye endotel kaynakli
gevsetici faktor (EDRF: Endotel Derived Relaxing Factor) adi verildi. Ardindan EDRF
ile ilgili arastirmalar hiz kazandi. 1987 yilinda Ignarro ve arkadaslari (65), Palmer ve
arkadaslar1 (12) ayr1 ayr1 yaptiklar1 c¢alismalarda EDRF’nin NO oldugunu tespit
etmislerdir. 1992’de Science tarafindan NO yilin molekiili secildi. 1998’de ise NO
caligmalara Nobel kazandird1 (66).

NO iiretildigi hiicreden disar1 ¢ikarak direkt hedef hiicresine yonlenir. Hedef
molekiiliine baglanarak direkt olarak veya enzim aktivitesini degistirerek amaglanan
etkiyi olusturur. NO'nun karakterize edilmis en onemli hedefi kiikiirt ve oksijen tiirevi
yapilardir. Makrofajlardaki NO, tiimor hiicresi ve mikroorganizmalardaki Fe-S tasiyan
enzimleri nitrolayarak antimikrobiyal ve antitimoral sitotoksik etki gosterir. Ayni
mekanizmayla MET (mitokondriyal elektron transport sistemi) zinciri enzimlerinin
aktivitesini de azaltir. Ayrica NO, tiimor hiicresindeki riboniikleotid rediiktaz't inhibe
ederek DNA sentezini engeller. NO ferritinle reaksiyona girerek serbest demir
salintmina yol acgabilir ve bu serbest demir ise lipid peroksidasyonunu baslatabilir.
NO'nun bir diger hedefi siilthidril (-S-H) grubudur. S-H ile reaksiyona girerek S-
nitrozilasyon yapabilir ve plazminojen aktivatorii gibi bazi enzimlerin katalitik
fonksiyonlarini arttirabilir. NO'nun Onemli bir hedefi de bir oksijen radikali olan
siiperoksit (-O,”) molekiiliildiir. Bu ikisinin (NO ve O, ) tepkimesiyle olusan
peroksinitrit (ONOQ™ )'ten, nitrojen dioksit (-NOy) ile hidroksil (-OH) radikali olusabilir.
Yine NO’nun lipidler iizerine etkisiyle lipid peroksidasyonu baslatilarak cesitli
peroksitler tiretilebilir (62).
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2.3. Nitrik Oksid Sentaz Enzimleri ve Ozellikleri

Birgok fizyolojik olayda rol oynayan bir mediyator molekiil olan NO
sentezinden nitrik oksit sentaz enzimleri (NOS) sorumludur. ilk olarak 1989 yilinda
tanimlanmalarint  takiben, 1991-1994 yillarinda major izoformlart ve 1998-1999
yillarinda ise NOS kristal yapilar1 belirlenmistir. NOS enzimi, L-arjinin amino
asidinden guanido grubunun hidroksilasyonu ile NO ve L-sitriillin sentezini
katalizlemektedir. Reaksiyonda 5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (BH4), FAD (Flavin Adenin
Diniikleotid), FMN (Flavin Mononiikleotid), Hem (Demir Protoporfirin IX), CaM
(Kalmodulin), NADPH ( Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat) kofaktér olarak
kullanilmakta ve sonugta NO, L-sitriilin ve NADP olusmaktadir.

NOS enzimleri aktif haldeyken 134 kd’lik iki monomerden olusan dimerik
yapidadir. N-terminal oksijenaz bolgesinde (oxygenase domain) Hem, BH4 ve L-arjinin
baglanma bolgeleri bulunmakta, C terminal rediiktaz bolgesinde (reductase domain) ise
FAD, FMN, ve NADPH icin baglanma bolgeleri bulunmaktadir. Bu iki bélge Ca*™/
kalmodulin taninma sahasi ile birbirine baglanmstir.

Viicutta yaygin olarak bulunan ve cesitli fonksiyonlarda gorev alan NOS
enzimlerinin ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar farkli genler tarafindan
kodlanmakta ve her bir izoformun lokalizasyonlari, regiilasyonlari, katalitik 6zellikleri
ve inhibitor duyarliliklart farklidir (Tablo 10). Insandaki NOS enzimleri arasinda %51-
57°1ik bir homoloji vardir (70).

NOS, fizikokimyasal ve kinetik o©zelliklerine gore yapisal (konstitutif) ve
indiiklenebilir olmak {izere ikiye ayrilir. NOS’lar1 sentezleyen 3 gen bulunur ve bu
genlerden her biri bir NOS izoformunu olusturur; néronal NOS (nNOS, tip 1),
indiiklenebilen NOS (iNOS, tip 2), endotelyal NOS (eNOS, tip 3). nNOS ve eNOS

yapisal enzimlerdir; iNOS ise cesitli uyarilar ile indiiklenebilen bir enzimdir.
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Tablo 10. NOS izoformlart

NOS izoformlari Gen yapisi ve Kromozomal Aa sayisl, protein
biiyiikliigii yerlesim biiyiikliigii
Noronal NOS 29 ekzon, 12q 24.2- 1434 aa,
(nNOS, NOS1) 28 intron, 12q 24.3 161 kDa
> 200 kb
Indiiklenebilir 26 ekzon, 17cen-ql1.2 1153 aa,
NOS 25 intron, 131 kDa
(INOS, NOS2) 37kb
Endotelyal NOS | 26 ekzon, 7935 - 7q36 1203aa,
(eNOS, NOS3) 25 intron, 133kDa
21-22 kb

Sirasiyla kromozom 12 ve 16 tarafindan kodlanan NOS1 ve NOS3 fizyolojik
sartlarda ilgili reseptorlerin uyarilmasina cevap olarak aktif hale gecerler. nNOS ve
eNOS, aktif hale gelmek i¢in Ca*’ya ihtiya¢ duyar ve bu nedenle konstitutif NOS
olarak adlandirilirlar. Noronlardan ve endotelyal hiicrelerden izole edilen konstitutif
NOS’un sentez siiresi kisa ve iiretilen NO miktar1 ¢ok diisiiktiir. Bunun sebebi, hiicre ici
lyonize kalsiyum konsantrasyonu azalmaya basladigi anda enzimin inaktif duruma
gecmesidir.

Digerlerinin aksine, hiicre i¢inde bulunmayan NOS2, kromozom 7 tarafindan
kodlanir. Endotoksin ve/veya degisik sitokinlere cevap olarak makrofajlar ve diger hiicre
tiplerinin uyarilmasiyla Ca*"’dan bagimsiz olarak salgilanan ve normal sartlarda
gosterilemeyen NOS2’ye indiiklenebilen veya uyarilabilen NOS (iNOS) ad1 verilir. Bu
izoforma ayrica immunolojik NOS da denilmektedir. Ozellikle bakteri
lipopolisakkaritleri ve interferon-y (IFN- vy) ile uyarilan makrofajlar bol miktarda NO
tiretirler. Bu sekilde iNOS’la iiretilen NO sentezi saatlerce hatta giinlerce devam edebilir
(68).

eNOS tarafindan sentezlenen endotel kaynaklt NO, bazal vaskiiler toniisiin
onemli bir belirleyicisidir. Bu sekilde sistemik dolagimi regiile eden NO, kalp, karaciger,

beyin gibi organlarin lokal dolasimlarinin diizenlenmesine de katkida bulunur (69).
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Endotel kaynakli NO’nun damar biitiinligiiniin korunmasi, lokositlerin endotel
hiicrelerine yapigsmasinin ve diiz kas hiicre proliferasyonunun énlenmesi gibi etkilerinin
yaninda trombosit adezyonu ve agregasyonunu inhibe etme etkileri de vardir. Bu yiizden
kardiyovaskiiler homeostazda, kritik rolii olan endotel kaynakli NO’nun aterogenezi
inhibe ettigi soylenebilir. NO bu etkisini, prostasiklinle sinerjist bir etkilesimle saglar
(70).

Sinir sisteminde, enfektif ve toksik etkilere karst olusan glial aktivasyon
durumunda olusan iNOS’un iirettigi NO’nun enfeksiyon ajanlarina karsi miicadelede
onemli bir fizyolojik rol oynadig1 tespit edilmistir. Bu sekilde NOS aktivasyonuna baglh
olarak olusan NO’nun ayrica, Parkinson, Alzheimer hastaligi ve multipl sklerozun
patogenezinde rol oynayabildigi diisiiniilmektedir (71-73). Yine menenjitte artan NO
tiretiminin, bu sekilde norolojik sekellere katkida bulundugu tahmin edilmektedir (74).
iNOS basta makrofajlar (monosit, histiyosit, Kupffer hiicreleri vs.) olmak {izere
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), hepatositler, damar diiz kaslari, damar endoteli,
astrosit ve kondrositler tarafindan iiretilebilir. Enzim indiiklendigi zaman NO {iretimi,
yapisal formdaki gibi kisa siirmez, saatlerce hatta giinlerce devam edebilir. Ozellikle non
spesifik immiinitede onemli rol oynar. Bakteri, mantar, viriis ve timor hiicreleri ile
protozoonlara sitotoksik veya sitostatik etki olusturur. Inflamatuvar ve otoimmiin
hastaliklarda (transplantin reddi, artrit, multipl sklerozis, astma vb.) rol oynadig
bildirilmistir. iNOS hiicrenin genel yapisinda mevcut degildir. Ancak hiicrenin
bakteriyel riinler ve sitokinler ile temasim takiben, bir¢ok hiicre tipinde iiretimi uyarilir.
Bu uyarilma transkripsiyonel indiiksiyon (enzimi sentezleten mRNA'nin artis1) yoluyla
olmaktadir (12, 62).

Ik olarak bulunan nNOS esas olarak santral sinir sisteminde ve periferik
nitrerjik  sinirlerde  bulunmaktadir.  nNOS,  merkezi  sinir  sisteminde
norotransmitter/noromodiilator olarak gorev yapmaktadir. Bilinen en diisiik molekiil
agirhikli organik norotransmitterdir. Presnaptik uctan salgilanan glutamatin etkisiyle
(glutamat NMDA reseptorlerine baglanir), postsnaptik uctaki hiicrenin  NOS’u
aktiflestirilir ve olusan NO hedeflenen etkisini gerceklestirir. Sinapslarin sekillenmesine
yardimcr olur. Koku alma, gorme, agriyr algilama ve hafiza olugmas: islevlerinde rol

oynar. Solunum fonksiyonlarinda, penil ereksiyonda, gastrointestinal sistem
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motilitesinde, mesane sfinkter islevinde ve tiim dokularin kan basin¢ ve akis hizinin

diizenlenmesinde rol oynar (62).

2.4. NO ve Migren iliskisi

Bugiin i¢cin NO’nun viicutta bilinen bir¢ok etkisi vardir. NO, perivaskiiler sinir
sonlarinda kalsitonin gen iligkili peptid (CRGP) salinnmina yol acar. Bu nedenle
norojenik vazodilatasyonda ve norojenik inflamatuarda énemli rolii bulunmaktadir. NO
trombosit fonksiyonuna katkida bulunur. Fazla miktarda iretildiginde nonspesifik
immiinitede ve norotoksisitedeki etkisi gosterilmigstir (75, 76). Merkezi sinir sisteminde
agr1 iletimi icin gerekli olan norotransmisyonda NO aracilik eder. Insanlarda subkutan
NO enjeksiyonu kisa bir yanici agr1 olusturmakla birlikte, hayvan calismalart NO ve
sGMP artislarinin  periferde, Ozellikle inflamasyonlu dokularda antinosiseptif
mekanizma icinde yer aldigin1 6ne siirmiistiir. Spinal diizeyde NO olusumunun akut
nosisepsiyona katkis1 cok az olmasina karsin yangi, sinir hasar1 ve C liflerinin yogun
aktivasyonundan sonra goriilen spinal duyarlilik artis1 veya hiperaljezide NO 6nemli bir

araci1 maddedir (78).

Migren patogenezinde NO'nun rolii oldugu diisiiniilmekte ve buna yonelik
caligmalar yapilmaktadir. Serebral arterlerin endotelyumundan olusan NO’nun,
migrende anahtar bir molekiil oldugu ve migren ataklarin1 baglatabilecegi ileri
siiriilmektedir (7, 11, 18). NO-sGMP yolaginin aktivasyonu, vaskiiler dilatasyona neden
olmaktadir. Migren ataklar1 sirasinda meydana gelen intra ve ekstrakraniyal dilatasyon,
serebral kan akimini degistirmektedir (11). Akut migren atag sirasinda, agrinin oldugu
tarafta orta serebral arterde kiiciik bir dilatasyon gozlenmistir (16, 78). Giiclii bir
vazodilator olan ve intrakraniyal arterlerin etrafinda bulunan nonadrenerjik
nonkolinerjik perivaskiiler sistemden (NANC) elde edilen NO, serebral arterlerin
norojenik dilatasyonunda onemli bir mediyatordiir (15, 17). Biitiin bunlar NO’nun
migrende etkili bir molekiil oldugunu gostermektedir. Migren ataklarinda rolii oldugu
diisiiniilen NO’nun bu etkisi bagka ¢caligmalarla desteklenmistir. Ekzojen NO dondrii
olan gliseril trinitratin ve vaskiiler endotelyumdan NO olusmasini saglayan histaminin,
migren ataklarini tetikledigi gozlenmistir (7, 12, 13). GTN ve histaminin sebep oldugu

migrenin mediyatoriiniin - NO olabilecegi ve NO’nun migren ataginin sadece
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baslangicinda degil tamaminda rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir (18).

NO’nun migrenle ilgili baska bir mekanizmasi, perivaskiiler duyusal sinir
liflerinin direkt aktivasyonu veya perivaskiiler norojenik inflamasyonun baslamasidir (8,
18). Bu da NO’nun hiperaljezide ve agrinin uyarilmasinin santral yolunda énemli role
sahip oldugunu gostermektedir (19). SSS’de agrimin iletimi icin gerekli olan
norotransmisyonda NO’nun aracilik ettigi diistiniilmektedir. NOS’un beynin biitiin
bolgelerinde bulunmasi, NO’nun nosiseptif veya antinosiseptif yanitlarla beraber
norotransmisyonda rol oynadigini gostermektedir (79). Nitrogliserin infiizyonunun
migrenlilerde, gerilim tipi bas agrist olan hastalarda ve normal bireylerdeki etkileri
arastirlmis ve 0,015ug/kg/dak iistiindeki dozlarda bas agrist olustugu ve olusan bas
agrisi1 siddetinin migrenli hastalarda diger gruplara gore cok daha fazla oldugu tespit
edilmistir (7). Mashimo ve arkadaslar1 (10) yaptiklar1 ¢calismada nitrogliserin ile olusan
bag agrisinin nedenini NO’nun kan damarlar1 iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak
nosiseptorleri direkt uyarmasi hipotezi ile aciklarken, bir baska calisma migrenli
hastalara ekzojen NO kaynag: olan nitrogliserinin intravendz infiizyon ile verilmesini
takiben gelisen ataklardan orta serebral arterde gelisen vazodilatasyonu sorumlu
tutmustur (20). Bu da NO’nun migren iizerindeki etkisinin hem kan damarlarini

genisleterek hem de nosiseptorleri direkt etkileyerek olabilecegini gostermektedir.

2.5. Polimorfizmin Tarifi ve Tipta Kullanim Alanlar

Bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilemeyecek oranlarda
varolan, nadir sikliktaki, devamlilik gostermeyen iki veya daha fazla genetik 6zelligin
birlikte olusumuna polimorfizm denilmektedir. Eger toplumun %1 veya daha fazlas:
nadir bir alleli tasiyorsa bu durum polimorfiktir. Polimorfizm tanimina uygun bir allel
sikligina ulasmaya seleksiyon neden olabilir. Insanda polimorfik olan genetik 6zelliklere
ornek olarak, Y kromozomu heterokromatin boyutu, kan gruplari, HLA, RFLP ve
VNTR verilebilir. Ayn1 genin degisik bicimleri alleller olarak adlandirilir. Aralarindaki
degisim (varyasyon) spesifik gene ve diger bircok etkene bagl olarak acik bir fenotipik

etkiye sahip degildir veya onemli bir olayla sonuclanmaz. Eger bir degisiklik (varyant)
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cok kiiciik bir fenotipik etkiye sahipse buna polimorfizm denir. Enzim ve protein
degiskenlikleri ile ilgili arastirmalar, insandaki yapisal gen lokuslarinin en az %30’ unun
polimorfik oldugunu gostermistir (80).

Dengeli ve gecici polimorfizmler arasindaki ayirimin yapilmasi Onemlidir.
Dengeli polimorfizmde iki veya daha fazla farkli allelik yapilar “heterozigot iistiinligi”
ve “etkilenmis homozigotun uyum azalmasi” arasinda bir dengede korunur. Sitmanin
endemik oldugu bolgelerde orak hiicre anemisi allel sikliginin yiiksek olmasi dengeli
polimorfizme iyi bir 6rnektir. Boylece sitmaya maruz kalmayan topluluklarda orak hiicre
anemisi allelinin sikli§1 azalmaya meyil gosterir. Bu gibi durumlarda ise polimorfizm
gecici olarak adlandirilir. SNP’ler genomda 6zgiil bir bolgedeki tek bir bazda meydana
gelen degisikliktir. Cogunlukla her iki allelde de meydana gelir. Insanlarda her 1000
bazda bir goriilme sikligi vardir. Bugiine kadar insan genomunda milyonlarca SNP
bulunmus olmasi, hem dogal hem de hastalik fenotiplerine katkida bulunan genetik
etkenlerin tanimlanmasi acisindan ¢ok onemlidir.

Polimorfizmler insan genetik arastirmalarinda anahtar bir islev listlenmistir. Bir
genin farkli kalitim kaliplarinin 6ngoriilebilmesi veya genomun farkli segmentlerinin
birbirinden ayirt edilebilmesi 6nemli bir konudur. Bu agidan su anda DNA polimorfizm
calismalarinda ve bulunan polimorfizm sayisinda bir patlama yasanmaktadir.
Polimorfizm bu bakimdan bir genetik isaretleyici gibi gorev yapmaktadir. Bu acidan su
alanlarda kullanima girmistir; ebeveynlik testi, suclularin tanimlanmasi, organ nakilleri
icin doku tiplemesi, yetiskin bireylerin diyabet ve kanser gibi toplumda sik goriilen
hastaliklara yatkinliklarinin diisiik veya yiiksek risk tarzinda belirlenmesi, genetik
hastaliklarinin heterozigot tastyicilarimin tespiti, bir kromozomun 6zel bir bolgesindeki

bir genin baglanti analizi ile haritalanmasi (81, 82).
2.6. GENETIK POLIMORFiZM VE CESITLERI

DNA yapisinda, zararsiz kalitsal varyasyonlar belirlenmistir. Yani, bir bireyin
genomu her 200-300 niikleotidde 1-2 baz degisimi icermekte, fakat bu durum kisilerde

onemli bir hastaliga neden olmamaktadir. Insan genomundaki bu degisikliklere DNA

polimorfizmi denir. Polimorfizm Ornekleri, ¢cogu kez intron, yani genin proteine
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cevrilmeyen bolgelerinde yer almaktadir. Ancak, bu degisim bazen hastaliga neden olan
bir genin icinde veya ¢ok yakininda da yer alabilir. Bu durumda, polimorfizmin kalitimi
bize hastaligin tanis1 i¢in yardimci olur.
Insan genomunda yer alan DNA polimorfizm 6rnekleri genel olarak ii¢ grupta
incelenir (83).
1 Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism, RFLP)
2 Degisken sayida ardisik dizi polimorfizmi
(Variable Number of Tandem Repeats Polymorphism, VNTR)
3 Basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats , SSR)

1- Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism, RFLP)

DNA sarmal1 iizerinde, 0zgiil restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Restriction
Endonuclease, RE) ile taninan belli polimorfik bolgeler vardir. RE ile muamele edildigi
zaman bu bolgeler kesilir ve farkli uzunlukta diziler olusur. Bu diziler, RFLP olarak
adlandinlir. Bu diziler, bir¢ok hastalikta kalitsal marker olarak kullanilirlar. Eger, DNA
yapisinda tek niikleotidlik bir degisim incelenmek isteniyorsa, o bolgeye spesifik bir RE
kullanilir ve birbirinden farkli alleller tespit edilir. Insersiyon ve delesyon sonucu olusan

polimorfizmler ise iki allele sahip olduklari i¢in bir¢ok enzimle tanimlanabilirler (84).

2- Degisken Sayida Ardisik Dizi Polimorfizmi (Variable Number of Tandem
Repeats Polymorphism, VNTR)

DNA iizerinde ardisik tekrar eden diziler i¢inde yer alan, 30-60 bp’lik kisa
dizilerdir. Bu polimorfizm 6rnekleri tekrarlayan dizilerden olusan varyasyonlarla ortaya
cikar. Allel sayist ¢cok genis olup, bircok RE tarafindan tanimlanabilir. VNTR, RE
tarafindan kesilmeden, sadece polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,

PCR) ile tespit edilebilmektedir. Tekrar sayisina gore degerlendirme yapilir (83).
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2- Basit Dizi Tekrarlar (Simple Sequence Repeats, SSR)
DNA molekiilinde yer alan bu basit dizi tekrarlart cok kiiclik diziler
oldugundan, yalnizca PCR analizi ile tanimlanabilir. SSR 6rnekleri basit diziler icinde

yer alan tekrarlar olmasi nedeni ile polimorfik yapiya sahiptir (83).

2.7. Migrenin Polimorfizmleri
Migren hastalig1 ile santral sinir sisteminde rolii olan cesitli néromediyatorler,
reseptorler ve enzimlere ait genetik polimorfizmlerin iliskisinin arastirildigi cesitli

caligmalar yapilmistir (Tablo 11) (21, 22, 85-127).
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Tablo 11. Migren Polimorfizmleri

POLIMORFiZM REFERANS
nNOS geni 22
eNOS geni 21, 85
iNOS geni 86
5-HT2A reseptor geni T102C, 5- HT1A, 5-HT1A C1019C, 5- 87-91
HTIB G861C, 5-HT1B/1D, 5-HT2C
SERT geni VNTR 92- 95

SERT geni 5S-HTTLPR

89, 96-100, 92-94

SERT SLC6A4 promoter bolge 101
COMT geni 102
COMT geni Vall58Met 103
MTHEFR genindeki C677T 104-109
MTHEFR genindeki A1298C 106
Dopamin beta hidroksilaz (DBH), Dopamin transporter gen (DAT) 110, 111
Dopamin reseptor gen (DRD2, DRD3, DRD4) 111-115
DRD4 exon 3 VNTR 116
DRD?2 -141C Ins/Del 117
DBH geni 19bp delesyon 118
Glutatiyon S-transferaz (GST) geni P1 Ile(105)Val, T1 ve M1 119
GST M1 120
Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) 120
IL-6 (interlokin 6) geni 121
TNFB1, TNFB2 122
TNFa G-308A promoter bolge 123, 124
MAO-A promotor bolge 125
Adenosin A2A reseptor geni 126
Limfotoksin-a promoter bolge 127
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2.8. nNOS Gen Polimorfizmleri

Tablo 12. nNOS Gen Polimorfizmleri ve iliskisi Oldugu Diisiiniilen Hastaliklar.

Polimorfizm Iliskili olabilecek | Iliskisi Literatiir
hastahklar
Exon 29°da CA tekrar Astim Var 128
polimorfizmi
Sizofreni Yok 129
Exon 29°da C5266T Astim Yok 130
tek niikleotid
polimorfizmi
Alzheimer Var 131
Exon 29’da C276T Tardif diskinezi Yok 132
polimorfizmi
Bipolar bozukluk Yok 133
Intron 20 AAT tekrar Kistik fibroz Var 134, 135
polimorfizmi
Astim Yok 130
5 -flanking bolge Parkinson Var 136
polimorfizmi
Promoter bolgede Multipl skleroz Yok 137
dintikleotid
polmorfizmi
Exon 1c promoter Hipertrofik pilorik Var 138
bolge tek niikleotid stenoz
polimorfizmi
TG tekrar Esensiyal Yok 139
polimorfizmi hipertansiyon
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2.9. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU TEKNIiGi (PCR)

Kary Mullis, R.Saiki ve arkadaslan tarafindan gelistirilen ve onlara NOBEL 6diilii
kazandiran PCR teknigi, ilk olarak orak hiicre anemisinin tespitinde kullanilmistir.
Niikleik asitlerin in vitro ¢ogaltilmasini saglayan bir yontemdir (140). Hiicre icinde
gerceklesen DNA replikasyonu, PCR ile tiip icinde gerceklestirilmektedir. PCR, birkag
molekiil DNA’dan 10 milyondan fazla kopya olusumunu saglayan bir metottur. PCR,
DNA klonlamasimi kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarinin temelini
olusturmus ve pek cok durumda, konakg¢r hiicrelerin kullandigi klonlamanin yerini
almistir. PCR, hedef DNA dizilerinin, dogrudan ¢ogaltilmasina dayanir ve bu yontemin

uygulanabilmesi icin yok denecek kadar az miktarda DNA yeterlidir (84).

2.9.1. PCR Reaksiyonu Icerigi

Hedef DNA (Template DNA): PCR reaksiyonun en temel bilesenidir. Istenen
DNA bolgesi, hedef DNA’dan kopyalanarak ¢ogaltilmaya baglanir. Kullanilacak hedef
DNA; genomik DNA, faj DNA’s1 veya plazmid DNA’s1 olabilir. Toplam reaksiyon
karisimi 100 pl ise hedef DNA, plazmid veya faj icin 0,01-1 ng kadar almir. Eger
genomik DNA kullanilacaksa, bu oran 0,1-1 ug olarak belirlenmistir. Cok fazla DNA,
ortamda non-spesifik iirlinlerin miktarin1 arttirir.  Fakat, sentezin dogrulugu cok
onemlidir. DNA Kkalitesinin artmasi, dogru DNA {iriiniiniin artisim1 saglamaktadir (83,
149).

Primerler (Oligoniikleotidler): @DNA polimeraz enzimleri, hedef DNA
tizerinde polimerizasyon reaksiyonunu baslatabilmek i¢in ¢ogaltilacak bolgenin iki
ucundaki dizilere komplementer olan primerlere ihtiyag duyar. PCR primerleri
genellikle 18-25 niikleotid uzunlugundadir. GC niikleotidlerinin tiim primerdeki orani
yaklasik % 40-60 civarinda olmalidir. Primerlerin 3’ ucunda iicten fazla deoksiguanozin
trifosfat (dGTP) ve deoksisitozin trifosfat (dCTP) bulunursa, non-spesifik iiriinler
olusabilir. Primer, reaksiyon karistminda kendine komplementer veya bir baska primere
komplementer olmamalidir. Aksi halde yanlis baglanma konformasyonlar1 olusabilir

(84, 140, 141).
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Magnezyum Kloriir (MgCly) Konsantrasyonu: MgJr2 iyonlari,
deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP) ile ¢oOziinebilir kompleksler olustururlar ve
polimeraz aktivitesini arttirict yonde etki ederler (141). Ayrica primer yapismasini, hem
kalip hem de PCR iiriinliniin zincir ayrisma sicakliklarini, iirtin 6zgiilliigiini
etkilemektedir. Standart olas1 MgCl, konsantrasyonu 1-4 mM’dir. Fazla Mg** iyonlari,
PCR iiriinlerini azaltir ve non-spesifik iiriinlerin olusumunu saglar. Eger DNA 6rnegi,
etilendimetil tetra asetik asit (EDTA) iceriyorsa ortamdaki MgCl, konsantrasyonu
arttirilir (83, 84, 141).

Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (dNTP): Deoksiriboniikleotid trifosfatlar
(ANTP; dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim
halinde (dNTP mix) hazirlanmistir. Taq DNA  polimeraz, diisik dNTP
konsantrasyonlarinda kaliba uygun dogru bazlari segmede daha basarili olmaktadir.
Reaksiyon karisimindaki her bir ANTP konsantrasyonu genellikle 200 uM’dir. Ayrica,
her bir dNTP'nin birbirine esit konsantrasyonda olmasi, yanls birlesmeleri engellemek
acisindan oldukca onemlidir. Diisitk ANTP derisimleri, hedef olmayan bdlgelerde hatali
kullanimi en aza diisiiriir ve hatali birlesmis niikleotitlerin uzama olasiligin1 azaltir.
Hedef dizinin bilesimi ve uzunlugu i¢in uygun en diisiik dNTP derisimine karar

verilmelidir (83, 141).

Taq DNA Polimeraz Enzimi: PCR reaksiyonunda kullanilan ve 95 0C’ye kadar
dayanikli Tag DNA polimeraz enzimi, Thermus aquaticus’tan elde edilmektedir. Ayni1
zamanda, Taq DNA polimerazin degisik rekombinat tipleri de iiretilmektedir. Taq DNA
polimeraz 832 aminoasite sahip bir proteindir. PCR ile uygun sartlarda saniyede 75
niikleotid sentezlenebilmektedir. Taqg DNA polimeraz enzimi ile polimerizasyon 5’23’
yoniinde gerceklesir (84). Genellikle, 100 pl reaksiyon karisimi i¢in 2-3 {inite Taqg DNA
polimeraz kullanilmaktadir. Eger, ortamda enzim inhibitorii maddeler varsa, Taq DNA

polimeraz miktarinin arttirilmasi gerekmektedir (83, 141).
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PCR Tamponu (PCR Buffer): Genellikle kullanilan PCR tamponlari, KCI, Tris
ve MgCl, icermektedirler. Bunlarin genel bulunug oranlari; 500 mM KCI, 100 mM Tris-
HCl (pH=8.3), 15 mM MgCl, seklindedir. KCI'nin ortama konmasindaki amag
primerlerin yapigsmasini kolaylastirmaktir. Fakat fazla miktarda kullanilirsa, Taqg DNA

polimerazin etkisini engellemektedir (84, 141).

2.9.2. PCR Dongiileri ve Siireleri

PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iiriiniin miktar1 teorik
olarak bu ii¢ adimin tekrarlanma sayisina baglidir. Genel bir PCR analizi asagida verilen

asamalardan olusur:

94 °C de 2 daK. ..o, [k denatiirasyon

94 °C de 30-45 SN.......ovovreerrerrnnns Denatiirasyon

50-70°C de 30-45 sn.........c.coo........ Primer baglanmasi (Anneling)
72 OC de 45-60 Sn...eeovereeree. Sentez (Extension)

72°C de 7 daK. ..o, Yarim kalan zincirlerin sentezi

Bu sicakliklar ve sicaklik siireleri farkli gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda degisiklik

gostermektedir.

1 Denatiirasyon : Hedef DNA’nin yiiksek sicaklikta, hidrojen baglarinin kopmasi ve
ayrismasi asamasidir. DNA’nin daha iyi ¢oziinmesini saglamak icin ilk denatiirasyon
asamast olduk¢a onemlidir. Genellikle bu asama dGTP ve dCTP oram1 %50’den az
oldugu kosullarda, 95°C’de 2-3 dakikada gerceklesmektedir. dGTP, dCTP orani, yiiksek
oldugu zaman, denatiirasyon asamasi daha uzun siirer.

Bu asamadan sonra ise, yaklasik 30-35 dongii devam eden; denatiirasyon,

baglanma (anneling), sentez (extension) asamalar belirli siirelerde sirasiyla tekrarlanir.
2 Baglanma (Annealing): Primerlerin uygun sicaklikta hedef DNA’ya baglanmasi

asamasidir. Ortam sicaklii, 50-70 °C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek

zincirli DNA’ya baglanmas: saglanir. Bu asama, genellikle 30-90 saniye kadar
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stirmektedir. Primerler, hedef DNA’nin kopyalanmas: i¢in, baslangic noktas: olarak

gorev yaparlar.

3 Sentez (Extension): Bu asamada, Taq DNA polimeraz enzimi 5’—>3’yoniine dogru
dNTP'leri ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasi
olusturulur. Genellikle 70-75 C sicaklikta gerceklesen sentez asamasinda 1 dakikada
yaklasik 2 kb DNA bolgesi sentezlenmektedir.

Yaklasitk 30-35 dongii gerceklesen denatiirasyon, baglanma ve sentez
asamalarindan sonra son sentez asamasi, yaklasik 5-10 dakika siirer ve bir dongii

gerceklesir. Son sentez asamasinda da yarim kalan zincirlerin sentezi saglanir.

4 Dongii Sayisi: PCR dongii sayisi, karistmdaki DNA miktarina ve beklenen PCR
tirliniine baghdir. PCR’da 40’dan fazla dongii olmamalidir. Uygun olan, PCR’1n 25-35

dongii arasinda gerceklesmesidir. Aksi takdirde istenmeyen iriinler olusur ve iiriin

kalitesi diiser (Sekil 1) (142).

2.9.3. PCR’1mn Kullanim Alanlar:

PCR, 10 yildan biraz fazla bir zaman once gelistirilmesine ragmen genetik ve
molekiiler biyolojide en ¢ok kullanilan teknik olmustur. Klonlamada kullanilmasinin
yant sira, genetik marker olarak kullanilan, DNA tekrar dizilerindeki farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilir. Ayrica, gene 6zgii primerler kullanilarak, mutasyonlarin
yerinin ve tipinin belirlenmesinde de kullanilir. PCR, adli tipta suglu tespiti icin elde
edilen sa¢ teli gibi cok az miktardaki DNA’nin bile ¢ogaltilarak {izerinde ¢aligilmasina
olanak saglamaktadir. Ayrica, babalik testinde de spesifik gen bodlgelerinin ¢ogaltilarak
karsilagtirllmasinda kullanilir. Kisaca ¢ok genis bir kullanim alan1 olan PCR, son yillarin

en onemli buluslar arasindadir.
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Sekil 1. PCR reaksiyonu; denatiirasyon, baglanma (anneling) ve sentez

(extension) asamalar1

2.10. ELEKTROFOREZ TEKNIiGi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi
icerisinde bir ortamda hareket hizlarinin belirlendigi bir yontemdir. Temelde elektriksel
alanda c¢oziinmiis durumdaki molekiillerin, elektrik yiiklerinin kiitlelerine oraniyla
belirlenen hizda go¢ etmeleri prensibine dayanmaktadir.  Niikleik asitlerin ve
proteinlerin cesitli tiplerini ayirmakta genellikle, agaroz jel elektroforezinden
faydalanilir. Agaroz jel elektroforezi, saflastirilmis niikleik asit ve proteinlerin molekiil
agirligl, miktar1 ve alt tiplerinin saptanmasinda genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Yani,
molekiiliin dis yilizeyinde (+) yiik varsa molekiil katoda dogru, (-) yiik varsa molekiil
anoda dogru hareket eder. Proteinler izoelektrik noktalarinin tizerindeki pH degerlerinde
(-) yiiklidiirler anoda dogru go¢ ederler; izoelektrik noktalarinin altindaki pH
degerlerinde ise (+) yiikludiirler ve katoda dogru go¢ ederler. Bu olay, belirli bir yiik
dagilimi olan tampon icerisinde gerceklesmektedir. Yiiklerin elektrik akimiyla goc

etmesine dayali bu yonteme, ‘elektroforez’ adi verilmektedir. Elektroforezler, uygulama
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alanlar1 ve ayirma ortamlar1 bakimindan farklilik gosterirler.

Ayirma ortami olarak genellikle, kagit, seliiloz asetat, nisasta, agaroz ve
poliakrilamid kullanilir. Uygulama alanlari ise ¢esitli serum proteinleri, zar proteinleri,
sitoplazmik proteinler, enzimler ve niikleik asit gibi makromolekiillerdir. Son yillarda,
polisakkarit ve yaglarin da elektroforez teknikleri kullanilarak, molekiiler
biiyiikliiklerine gore analizleri yapilmaya baslanmustir.

Nisasta elektroforezi, sadece enzim analizi i¢in yapilir. Agar ve agaroz
elektroforezi agirlikli olarak, niikleik asit ve protein analizi i¢in kullanilir. Kagit ve
nitroseliiloz elektroforezi ise, protein analizi icin yapilir. Poliakrilamid jeller ise
cogunlukla proteinler ve niikleik asitler i¢in kullanilir.

Protein analizi agisindan en fazla tercih edilen yontem iki boyutlu immuno
elektroforezdir. Bu olayda, antijen antikor arasindaki etkilesime bakilarak olusan
antikorun miktar1 ve tiirii ortaya cikarilabilir. Agaroz jel elektroforezi, niikleik asit ve
proteinlerin ayrismasinda kullanilir. Kiigiik molekiiller, biiylik molekiillere oranla daha
hizli go¢ ederler. Jel yapisindaki gozenekler, kiiciikk molekiillerin hareketine, biiyiik
molekiillere oranla daha fazla olanak saglar. Elektroforez tamamlandiktan sonra, cesitli
biiyiikliikteki molekiilleri temsil eden bantlar, ya otoradyografi ile ya da niikleik asitlere
baglanan floresan bir boyayla goriintiilenir.

RNA ve denatire DNA’nmin molekiiler agirligi olmayan serbest soliisyonda
elektroforetik olarak hareket ettigi bilinmektedir. Ayrintili ¢alismalar elektroforez
metodunun molekiiliin birka¢ parametresi iizerine bilgi verebildigini saptamistir. Bunlar;
molekiiler agirligi hakkinda bilgi vermekte, hem RNA hem DNA niikleotidlerinin
boyutlarmmin belirlenmesini saglamakta, tek ya da ¢ift zincirleri tanimlayabilmektedir.
Her ne kadar bircok kimyasal metod ile yukaridaki olaylar tanimlanabilse de
elektroforezle kesin sonu¢ alinmaktadir. Basit olmas1 aparatlarinin ucuz olmas: ve ¢ok
kiiciik materyal parcalari ile calisilabilmesi bu teknigin iistiin tarafidir.

Agaroz jel elektroforezinde DNA incelemelerinde tampon olarak en cok 1xXTBE
(Tris-Borak Asit-EDTA) tamponu kullanilmaktadir. TBE soliisyonu 10xTBE stok
soliisyonu olarak hazirlanir. Distile suyla seyreltilerek kullanilir. Elektroforez tankina
agaroz jelin iizerini kaplayacak kadar konulan 1XTBE soliisyonuna ethidium bromid

(EtBr) soliisyonu eklenir. DNA’nin goriiniir hale gelebilmesi EtBr'nin DNA baglar
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arasmna baglanarak 300 veya 360 nm’de 15181 absorblamasi sonucu floresans etki
gostermesi ile olur. Bu etki DNA konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli veya zayif
olabilir.

Jelin hazirlanmasinda agaroz, 1xTBE, EtBr kullanilir. Jeli donduracagimiz kabin
biiyiikliigiine, kullanilan taraklarin derinligine gore yeterli miktarda 1XTBE soliisyonu
behere aktarilir. Icerisine jelde ayrimi yapilacak niikleik asidin boyutlarma uygun
yiizdede agaroz (Or: % 2 ise 2.8 g agaroz) konur, 1XTBE icinde mikrodalga firm
icerisinde ¢Oziiniir. Cozelti homojen goriinlime gelince magnetik karistirict {izerinde
karigtirarak sogutulur. Soguma sirasinda soliisyona EtBr eklenir. Yeterli miktarda
soguyan karisim (taraklarn eritmeyecek, beherde donmayacak kadar) taraklari uygun
sekilde yerlestirilmis jel dokme tankina aktarilir. Oda sicakliginda donar. Donduktan
sonra dikkatlice taraklar ¢ikarilir, jel kesilip elektroforez tankina aktarilir. Elektroforez
yapilacak {iriin icerisine Orange-G eklenir. Bu, yilikleme sirasinda iiriiniin yogunlugunu
artirarak cukurlara kolay inmesini ve jel iizerine boyanin ilerleyisinin gozle
izlenebilmesini saglar. Orange-G eklenmis iirlinden alinarak cukurlara aktarilir. Ayni
sekilde DNA marker da bir cukura yiiklenir. Jele fazla miktarda DNA yiiklenmesi
sonucunda kenar ve hiz etkisi ile jelde yanlis yorumlamalara yol agabilecek goriintiiler
ortaya cikabilir. Ornegin; eger fazla DNA yiiklenirse keskin bir bant yerine yaygin bir
goriiniis elde edilir. Jel 120 V akim altinda kontrollii bir sekilde (fazla tutulursa iiriin
jelden akabilir) elektroforezi yapilir. Goriintiileme cihazinda U.V. altinda goriintiilenir

(143).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Toplanmasi

Bu c¢alismada, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Noroloji
Poliklinigine bagvuran, klinik olarak migren tanis1 konan 120 birey alinarak hasta grubu
olusturuldu. Ayrica, 185 saglikli birey alinarak, kontrol grubu olusturuldu. Yas ve cins
acisindan benzer olan hasta ve kontrol grubundaki bireylerden DNA izolasyonu i¢in 7-8
ml venoz kan, 1 ml % 2’lik etilendimetil tetra asetik asitli (EDTA) iceren, 15 ml’lik
santrifiij tiiplerine konuldu. DNA izolasyonuna kadar —20 °C de saklandi. Bu kanlardan

tuz ¢oktiirme yontemiyle DNA izolasyonu yapildi.

3.2. Kullamlan Arac ve Gerecler
3.2.1. Aletler ve Cihazlar

Termal Cycler (Techne Progene, Cambridge, Ingiltere)
Elektroforez Tanki (EC Midicell EC 350, 20x20cm)
Elektroforez Gii¢ Kaynag1 (EC 135-90)

Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, Fransa)
Manyetik Karistiric1 (Niive MK 418)

Mikrodalga Firin (Alaska)

Hassas Terazi (AND GR-200)

Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)

Vorteks (VELP)

Santrifiij (Niive NF 800)

Mikropipet Seti (Eppendorf)

Derin Dondurucu (Argelik-2031 D)

Etiiv (Niive EN-500)

Otoklav (Niive OT 4060 V)

Buzdolab:r (Argelik 8188 NF)
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3.2.2. Kimyasal Maddeler

O o0 N N L AW

e e e e
A W O = O

15
16
17
18
19
20
21
22
23

Na,EDTA (Sigma E-5134)

Sodyum Perklorat (Sigma S-3546)

Sodyum Dodesil Siilfat, SDS (Sigma L-5750)
Sodyum Kloriir (Riedel-de Haen)

Etanol (Riedel-de Haen 32221)

Parafilm M (Sigma, P-7793)

Taq DNA Polimeraz (MBI Fermentas, EP0402)
Bidistile Su (Sigma W-3500)

2 mM dNTP Mix (MBI Fermentas, #R0241)
Eco72I (Restriksiyon Enzimi)

10X PCR Buffer with (NH4),SO4 (MBI Fermentas #B33)
25 mM MgCl, (MBI Fermentas)

Proteinaz-K (Sigma P-2308)

Primerler

Forward 5> ACTCCTTGAGTTTTCCTGCTGCGA 3’
Reverse 5 CCATGTTCCAGTGGTTTCATGCACAC 3’

Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)

Trizma Base (Sigma T-6066)

Borik Asit (Carlo Erba 302177)

Ethidium Bromid (Sigma E-1510)

Gliserol (Merck 4091)

Agaroz (Prona agarose plus, E.U)

Orange G (Sigma O-3756)

100 bp DNA ladder GeneRuler marker (MBI, SM 0241)
100 bp — 1,5 kb DNA ladder (MSM34/MSM35)
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3.2.3. Cozeltiler

1 Nuklei Lizis Tamponu

Tris-HCl.......... 1.576 g
NaEDTA........ 07¢g

1 litre distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra, otoklavda sterillendi ve +4 °C’de

saklandi.

2 TE (Tris-HCD Tamponu

Tris-HCl.......... 0.394 ¢
Na,EDTA.......0.093 g
250 ml distile suya tamamlanip ¢oziildiikten sonra, otoklavda sterillendi ve +4 °C’de

saklandi.

3 10XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

Trizma Base........... 108 g
Borik asit ............... 548 ¢
EDTA....ccocvviene 544 ¢

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak ¢oziildii.

4 Orange G Cozeltisi

Na, EDTA............ 2232 ¢
Orange G.............. 200 mg

60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan olusan soliisyon icerisinde ¢oziildii.
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5 Elektroforez Yiiriitme Tamponu

10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE igerisine

0.5u1g/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr konularak hazirlandi.

6 % 3’liikk Agaroz Jel Soliisyonu

140 ml 1X TBE tamponu igerisinde 4.2 g agaroz (Agarose plus) mikrodalga firinda
eritildikten sonra 0.5 upg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr -eklenerek,

hazirlandi.

7 10 mg/ml Proteinaz K Cozeltisi

100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek hazirlandi ve — 20 °C’de

saklandi.

8 SM Sodyum Perklorat Soliisyonu

61.2 g sodyum perklorat (NaClOy) 1 litreye distile suyla tamamlanip, ¢oziildiikten sonra

otoklavda sterillendi ve + 4 °C’de saklandi.

9 % 10 SDS Soliisyonu

10 g SDS 100 ml distile suda ¢oziildii.
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10 6 M NaCl Soliisyonu

35,5 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu tuz ¢oktiirme yontemine gore elde edildi. Yontemin esast,
lokositlerde bulunan DNA disindaki tiim yapilarin bozularak parcalanmasi, yogun bir
tuz ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilmesi ve iistte kalan sivi kisimda bulunan DNA’nin etil alkol

yardimu ile yogunlagmasi saglanarak izole edilmesidir (87).

3.3.1. DNA izolasyonunun Yapihsi

DNA izolasyonu islemi iki giin siirmektedir. Bu islemin ilk asamasinda; kanlarin
bulundugu tiipler soguk steril distile su ile 14 ml’ye tamamlanip kuvvetlice 1-1.5 dakika
calkalandiktan sonra 15 dakika 2000 rpm’de ilk santrifiij islemi yapildi. Tiiplerde
cokelmelerin basladig bolgenin yakinina kadar olan siipernatant kisim, pastor pipetiyle
aliarak atildi. Cokeltinin iistiine steril soguk distile su eklenerek hacmi tekrar 14 ml’ye
tamamlandi. Tiim tiiplerde bu islem yapildiktan sonra 10 dakika 2000 rpm’de ikinci
santrifiij islemi yapildi. Tekrar siipernatant atilarak, cokelti iizerine steril soguk distile su
eklendi ve kuvvetlice calkalandi. Calkalama islemi yapilirken tiipiin dibinde cokelti
kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra tekrar su eklenerek 14 ml’ye tamamlandi ve
santrifiij edildi. Bu islemler siipernatantin rengi, seffaf bir renge gelinceye kadar devam
etti. Bu islem yaklasik 4-5 defa tekrarlandi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra, tiiplere pipetle 3’er ml nuklei lizis buffer
konulup calkalandiktan sonra tiiplerin her birine 200 ul SDS, 500 pl 5 M’lik sodyum
perklorat ve 25 pl, 10 mg/ml’lik proteinaz-K konuldu. Kapaklar sikica kapatilip tiiplerin
agz1 parafilm ile sarildiktan sonra 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildi.

Ikinci giin, tiipler 37 °C’lik etiivden gikarilip ¢alkalanarak, 55 °C’lik inkiibatdre
konuldu. Bir saat gectikten sonra her bir tiipe 2’ser ml doymus NaCl, ¢ozeltisi konuldu.

Kapaklar kapatilip tiipler hizlica ¢alkalandiktan sonra 10 dakika bekletildi. Daha sonra
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15 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiiplerde bulunan
siipernatantlar, bos santrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerine soguk, etanol eklenerek,
coziinmils haldeki DNA’nin yogunlagsmasi saglandi. Yogunlasan DNA’larin her biri,
mikropipet yardimiyla, icerisinde 500 pul TE tamponu bulunan Eppendorf tiiplerine
aktarildi. Eppendorf tiipleri, DNA’larin TE tamponu icerisinde ¢oziiniip, homojen hale
gelmesi i¢in 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildikten sonra + 4 °C’deki buzdolabina
kaldirildi.

Eger, DNA ayni1 giin icinde elde edilmek isteniyorsa, dnce ilk giin islemleri
yapilir ve 55 °C’de 3 saat bekletilir. Sonra, ikinci giin islemleri yapilarak DNA elde

edilir.

3.4. Molekiiler Analiz

PCR, tek bir molekiill DNA’y1 dahi cogaltabileceginden, reaksiyon karisimlarinin
DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
kontaminasyon, daha onceki PCR reaksiyonu, ekzojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve
soliisyonlarin steril olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi icin, ince duvarli DNAase ve
RNAase enzimlerinden arindirilmis steril 0,5 ml’lik PCR tiipleri (Axygen Thin-Walled
PCR Tubes), reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in Thermal Cycler cihazi ve 0,5-10 ul’lik,
2-20 ul’lik ve 10-100 pul’lik otomatik pipetler kullanild.

nNOS gen bolgesinin amplifikasyonu i¢cin PCR yapildi.

PCR reaksiyon karisimi yaklasik 20 6rnek i¢in asagidaki gibi hazirlandi.

1 Bidistile SU.....cccceeviiienieeniieeiene 340 ul
2 10 x PCR Buffer (NH,SO,)......... 50 ul
3 2mM dNTP MiX.....covovvevveeannnn 50 ul
4 Primer F...oooooovviiiniiiiie, Sul

S Primer R....cococooviiiiiiiiiiiiee, Sul

6 MgCloiiiiiiicieiiceeee, 30 ul
7 Taq DNA Polimeraz.................... 3ul

8 Hedef DNA........ooeiiiiiiie, 1wl
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Elde edilen karisim, 0,5 ml’lik ince c¢eperli eppendorf tiiplere 20'ser ul
konulduktan sonra Thermal Cycler’a konuldu. Termal Cycler’da; 6nce 1 dongii 2 dak.
95°C de ilk denatiirasyon gergeklestirildi. Sonra, 35 dongii; 2 dak. 95 °C'de
denatiirasyon, 1 dak. 57 °C'de baglanma (anneling), 1,5 dak. 72 °C’de sentez (extension)
asamalar1 gergeklestirildi. Son agamada ise, 1 dongii 7 dak. 72 °C’de son sentez (final
extension) asamas1 gerceklestirildi.

Tek niikleotid degisimi tespiti i¢in RE enzimi kullanilarak isleme devam edildi.
Bu islem icin Eco72I enziminden olusan karisim hazirlandi. 20 6rnek igin; 190 pl
bidistile su, 50 ul buffer Tango, 10 pl Eco72I'dan olusan karisim hazirlandi. 10 ul PCR
tirtinii bulunan her bir tiipe, 12 pl hazirlanan RE enzim karisimindan eklendi ve 1 gece
37 °C etiivde bekletilerek kesme islemi gerceklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 ul orange G eklendi.
Sonra, % 3’liik agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tiipten 25-30 pl kadar alinarak jel
kuyucuklarina yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi
yapildi.

Kesme islemi sonucunda T alleline sahip gen bolgeleri kesilmezken, C alleline
sahip gen bolgeleri kesildi. Genotipleme C alleli icin 100 bp ve 28 bp; T alleli i¢in 128
bp olarak yapildi.

Jel elektroforez goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Fransa) yardimi ile

orneklerin jel elektroforez goriintiileri alind1 ve fotografland (Sekil 2).

3.5. Kullamlan istatistiksel Yontemler

Hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip sikliklarimi degerlendirmede ve
hastalarin klinik 6zellikleriyle genotipleri karsilastirilmasinda * testi kullamilmustir.
Istatiksel islemler SPSS 11.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. P degeri 0.05’den

kiiciik ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 2. nNOS C276T polimorfizminin PCR/RFLP sonras1 goriintiisii (TT genotipi 128
bp’de, CC genotipi 100bp’de, TC genotipi 128bp ve 100 bp’de gozlenmistir, Marker:
100 bp DNA ladder GeneRuler marker).
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4. BULGULAR

Calismaya klinik olarak migren tanisi1 konmus olan 102’si kadin (%85) ve 18’1
erkek (%15) olan 120 hasta ile 148’1 (%80) kadin ve 37’si (%20) erkek olan 185 kontrol
grubu alindi. Her iki grupta yas ortalamalar sirasiyla 31.6+£5.3 ve 29.2+4.2 olarak
bulundu. Yas ve cinsiyet dagilimi agisindan migren grubu ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05) (Tablo 13).

Tablo 13. Migrenlilerin ve kontrollerin yas ve cins dagilimi

Migren grubu (n=120) Kontrol grubu (n=185)
Kadin 102 (%85) 148 (%80)
Erkek 18 (%15) 37 (%20)
Yas ortalamast 31.6+5.3 29.2+4.2

Tablo 14. Migrenlilerde ve kontrol grubunda nNOS genotipleri ve allelleri

Genotipler Allel
n ccC TC T T C
Kontrol 185 53 (%29) 78 (%42) 54 (%29) 186 184
(%50.2)  (%49.8)
Hasta 120 38 (%32) 54(%45) 28 (%23) 110 130

(%46) (%54)

Migren grubundaki 120 hastada nNOS genotip dagilimlari; 38 (%32) hasta CC,
54 hasta (%45) TC ve 28 (%23) hasta TT olarak saptandi. Buna karsilik kontrol
grubunda CC, TC ve TT genotipleri sirastyla 53 (%29), 78 (%42) ve 54 (%29) olarak
bulundu. Migrenli grup ile kontrol grubu genotip dagilimi agisindan
karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (}?= 1.286, df=
2, p=0.5257) (Tablo 14).
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Allel dagilimlar acisindan hasta (T alleli 110 (%46) ve C alleli 130 (%54)) ve
kontrol grubu (186 T alleli (%50.2), 184 C alleli (%49.8) arasinda anlamli fark

bulunmamustir (}2= 1.147, df=1, p= 0.2841) (Tablo 14).

Tablo 15. Aurali ve Aurasiz Migrenlilerde nNOS Genotip Dagilinu

Genotip Aurasiz (n) Auraly(n) (%) | Toplam(n) (%) )/
(%)
CC 26 12 38
(%33.3) (%28.6) (%31.7)
TC 31 23 54
(%39,7) (%54.8) (%45.0) 0.247
TT 21 7 28
(%26.9) (%16.7) (%23.3)
Toplam 78 42 120
(%100) (%100) (%100)

Migrenli gruptaki 120 hastanin 78’1 (%65) aurasiz ve 42’si (%35) aurali
migrenliydi. Aurasiz migrenlilerde 26 hastada CC genotipi (%33.3), 31 hastada TC
genotipi (%39.7) ve 21 hastada TT (%26.9) genotipi mevcuttu. Aurali migrenlilerde ise
12 hastada CC genotipi (%?28.6), 23 hastada TC genotipi (%54.8) ve 7 hastada TT
genotipi (%16.7) bulunmaktadir. Aurali ve aurasiz migrenliler nNOS genotipleri

acisindan karsilastirildiklarinda anlaml istatistiksel farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo
15).
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Tablo 16. Migrenli Grupta Atak Siklig1 ile nNOS Genotipi Iliskisi

1. 2. 3. 4. s. 6. 7.
Her | Haftada | Haftada | Ayda Ayda Ayda iki
Genotip giin birden bir ¢ iki bir ayda | Toplam p
n (%) cok n (%) n (%) n (%) | n(%) bir n (%)
n (%) n (%)
cC 2 13 4 8 9 2 0 38

(%28.6) | (%39.4) (%18.2) | (%38.1) | (%33.3) | (%33.3) | (%0.0) (%31.7)

TC 4 10 10 7 18 3 2 54
(%57.1) | (%30.3) (%45.5) | (%33.3) | (%66.7) | (%50.0) | (%50.0) | (%45.0)
0.084

TT 1 10 8 6 0 1 2 28
(%14.3) | (%30.3) | (%364) | (%28.6) | (%0.0) | (%16.7) | (%50.0) | (%23.3)

Toplam | 7 33 22 21 27 6 4 120
(%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100)

Migrenli hastalarin son ii¢ aydaki bas agri sikliklari ile nNOS genotiplerinin
iliskisi degerlendirildi. Bunun i¢in migrenli hastalarin bas agrisi sikliklar1 1. grup her
giin, 2. grup haftada birden ¢ok, 3. grup haftada bir, 4. grup ayda 3, 5. grup ayda 2, 6.
grup ayda bir, 7. grup iki ayda bir olarak ayrildi. 1.grupta CC genotipi 2’sinde (%28.6),
TC genotipi 4’iinde (%57.1), TT genotipi 1’inde (%14.3) bulunmaktadir. 2.grupta CC
genotipi 13’linde (%39.4), TC ve TT genotipleri 10’unda (%30.3) mevcuttur. 3.grupta
CC genotipi 4’tinde (%18.2), TC genotipi 10’unda (%45.5) ve TT genotipi 8’inde
(%36.4) mevcuttur. 4. grupta CC genotipi 8’inde (%38.1), TC genotipi 7’sinde (%33.3)
ve TT genotipi 6’sinda (%28.6) bulunmaktadir. 5. grupta CC genotipi 9’unda (%33.3),
TC genotipi 18’inde (%66.7) mevcuttur ancak TT genotipi bulunmamaktadir. 6. grupta
CC genotipi 2’sinde (%33.3), TC genotipi (%50.0) ve TT genotipi 1’inde (%16.7)
bulunmaktadir. 7.grupta CC genotipi bulunmamaktadir, TC ve TT genotipleri 2’sinde
(%50.0) mevcuttur. Atak sikligr ile nNOS genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamastir (p>0.05) (Tablo 16).
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Tablo 17.

Migrenlilerde Bas Agris1 Baglama Yasi ile nNOS Genotipi iliskisi

Genotip | 10-15 | 16-20 | 21-25 |26-30 |31-35 |36-40 Toplam | p
CC 4 11 9 8 4 2 38
(9%25.0) | (%28.2) | (%34.6) | (%30.8) | (%50.0) | (%40.0) | (%31.7)
TC 6 18 12 11 4 3 54
(%37.5) | (%46.2) | (%46.2) | (%42.3) | (%50.0) | (%60.0) | (%45.0)
0.745
TT 6 10 5 7 0 0 28
(%37.5) | (%25.6) | (%19.2) | (%26.9) | (%0.0) | (%0.0) | (%23.3)
Toplam 16 39 26 26 8 5 120
(%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100) | (%100)

Migren bas agrilarinin baglama yas1 ile nNOS genotipleri arasinda iligki olup
olmadig degerlendirildi. 10-15 yas grubunda CC genotipi 4’linde (%?25.0), TC ve TT
genotipleri 6’sinda (%37.5) bulundu. 16-20 yas grubunda CC genotipi 11’inde (%28.2),
TC genotipi 18’inde (%46.2) ve TT genotipi 10’unda (%25.6) bulundu. 21-25 yas
grubunda CC genotipi 9’unda (%34.6), TC genotipi 12’sinde (%46.2) ve TT genotipi
5’inde (%19.2) bulundu. 26-30 yas grubunda CC genotipi 8’inde (%30.8), TC genotipi
11’inde (%42.3) ve TT genotipi 7’sinde (%26.9) bulundu. 31-35 yas grubunda CC ve

TC genotipleri 4’iinde (%50.0) mevcutken TT genotipi bulunmadi. 36-40 yas grubunda
CC genotipi 2’sinde (%31.7), TC genotipi 3’iinde (%45.0) bulunurken TT genotipi

bulunmadi. Migren bas agrilarinin baglama yasi ile nNOS genotipleri arasinda da

istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 17).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bas agrnlari, insanligin var olmasindan beri sik karsilagilan, tiim insanlari
ilgilendiren onemli bir sorundur. Bas agrilarinin bir tiirii olan migren, tiim bas agrilari
arasinda onemli bir yere sahip olup, ozellikle 25-55 yaslar1 arasinda ve ¢ogunlukla
kadinlarda goriilmektedir. Bu yaslar, insanlarin en iiretken oldugu yillar icerdiginden
migren is ve giic kaybina neden olabilmekte ve yasam Kkalitesini dogrudan
etkilemektedir. Bu nedenle migren etkin ve tam olarak tedavi edilmelidir (6).

Migren etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte fizyopatolojisi karmasiktir.
Bugiin i¢in genetik ve cevresel faktorler, intra ve ekstrakranyal vaskiiler degisiklikler,
hipotalamik disfonksiyon, norotransmitterler, trigeminovaskiiler anormallikler ve
norojenik inflamasyonun ortak rolii oldugu kabul edilmektedir. Bazi dis etkenlerin
(stres, uykusuzluk, yiyecekler, diyet, nitrogliserin gibi ilaclar v.b.) genetik olarak yatkin
kisilerde ataklar1 baslattigl, noradrenerjik ve serotonerjik sinir liflerini uyararak
intrakranyal damarlarin vazodilatasyonuna, trigeminal siniri uyararak inflamatuar
noropeptidlerin salinmasina, sonucta vazodilatasyon, inflamasyon ve agrinin olugsmasina
yol actig1 diisiiniilmektedir (143). Migren etiyolojisinde genetik yatkinligin 6nemi uzun
zamandan beri bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda molekiiler genetigin gelisimiyle
migren etiyopatogenezinde rolii olabilecek cesitli ndorotransmitterler, enzimler,
reseptorler v.s. ile hastaligin iliskisinin arastirildigi cesitli calismalar yapilmis (21, 22,
85-127); ancak bir gen ve/veya gen bolgesi ile kesin bir iliski kurulamamugtir.

Olesen ve arkadaslar1 (144), NO donorii olan gliseril trinitrat ve vaskiiler
endotelyumdan NO salgilayan histamin infiizyonunun bas agrisimi indiikledigini ve
yaptiklar1 calismalar sonunda NO’nun migren patogenezinde bir kilit molekiil
olabilecegini One siirmiislerdir. NO’nun kan damarlari, perivaskiiler sinir uglar1 veya
beyin dokusundan saliverilmesi, spontan migren agrisin1 tetikleyen molekiiler bir
mekanizmadir. Ayrica, ayni ¢calismada intravendz NOS inhibitorii inflizyonunun migren
ataklarinin akut tedavisinde etkin bir yaklasim olabilecegi gosterilmistir (18, 144).

Shimomura ve arkadaslar1 (145), migrenli hastalarda migren atagi sirasinda
trombosit nitrit, total nitrit/nitrat konsantrasyonlarim yiiksek bulmuslardir. Bu bulgular,

migren atagi sirasinda trombositlerin NO salgiladigim1 ve migren atagi sirasinda NO
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etkisiyle meydana gelen serebral kan akisindaki degisikliklerle iliskili olabilecegini

diistindiirmektedir.

NO’nun migren ataklarinin tetiklenmesinde mi yoksa bas agrisinin devaminda
mi rolii oldugu tam olarak bilinmemektedir. NOS inhibitorii (NG metilarginin) ile
yapilan bir ¢alismada NO’nun migren ataklarindaki roliiniin serebral kan akimini
degistirmekten ziyade, tetikleyici bir mekanizma ile olabilecegi ve NOS inhibisyonu ile
migren ataklarinin azalmasimin serebral vazospazmdan cok NO azalmasina bagl
olabilecegi belirtilmektedir (14). Bir baska calismada ise NO-sGMP yolaginin direkt
etkisiyle bas agrisinin basladigi ve daha sonra trigeminovaskiiler aktivasyonun
tetikledigi vaskiiler diiz kas gevsemesi ve sonu¢ olarak da vazodilatasyonun bas
agrisinin devamina sebep oldugunu 6ne siiriilmiistiir (146). NO, ¢oziinebilir guanilat
siklaz aktivasyonu ile sSGMP sentezine yol agmakta ve vaskiiler kaslardaki bu NO-sGMP
yolu, vaskiiler gevsemeye neden olmaktadir. NO sentezini olusturan bu yolak,
nitrogliserin ve histamin kaynakli bas agrilar1 gibi deneysel bas agrisi modellerinde

aktive olmaktadir (9, 147).

Migren atagi sirasinda artmis olan NO’nun sentezinden sorumlu olan NOS
enzimlerinin hangisinden kaynaklandigi tam olarak bilinmemektedir. Santral sinir
sisteminde vaskiiler endotel hiicrelerinden kaynaklanan eNOS ve noronal kaynakli olan
nNOS’un her ikisi de onemli role sahip oldugundan migren etiyopatogenezinde her iki
NOS enzimi (eNOS ve nNOS) kaynaklt NO’nun rolii olabilir. Migren atag: sirasindaki
ani pulsatil serebral kan akimi artist hemodinamik degisiklikler, vaskiiler siirtiinme
stresinin (shear stres) artmasi sonucu endotelyal hiicre membrani deformasyonu ile
sentezlenen vaskiiler NO’nun aktivitesindeki degisikliklere dayanabilir (148, 149). NO,
migren atag ile sonuclanabilecek norojenik kraniyal damar inflamasyonunun
baslangicinda ve devaminda onemli bir mediyator olabilir (147). Migrende NO’nun
roliiniin arastirildigl bir bagka c¢alismada da klinik olarak etkin antimigren bilesiklerin,
trigeminal noronlardan kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) salintmini inhibe ettigi
veya dural damarlarda vazodilatasyonu onledigi ya da bu etkilerden her ikisini de yaptigi
diisiiniilerek trigeminovaskiiler afferentlerin aktivasyonunun migren patofizyolojisinde
rolii olabilecegi o©ne siiriilmektedir. Akerman ve arkadaslar1 (146) spesifik NOS

inhibitorlerinin, ndrojenik dural vazodilatasyon ve CGRP ile iliskili vazodilatasyonu
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Onleyip Onlemedigini test etmisler ve iNOS spesifik inhibitoriin norojenik dural
vazodilatasyon ve CGRP’nin indiikledigi dilatasyonu etkilemedigini, non-spesifik ve
eNOS spesifik inhibitorlerin CGRP’ye bagh dilatasyonu kismen inhibe ettigini ve non-
spesifik ve nNOS spesifik inhibitorlerin nérojenik dural vazodilatasyonu kismen inhibe
ettgini gostermislerdir. Bu bulgular NO dondrlerinin tetikledigi bas agrisinin kismen
trigeminal sistemde CGRP salinimina neden olan artmis nNOS aktivitesi ve dural
damarlarda dilatasyon sonucu olabilecegini kismen de endotelyumdaki eNOS
araciligiyla NO-sGMP yolagi aktivasyonu ve NO yapimi sonucu diiz kas gevsemesi ve

bag agrisinin tetiklendigini diisiindiirmiistiir (146).

Migren etiyolojisinde genetik faktorlerin  Onemli roliiniin olmasi ve
fizyopatolojide NO’nun roliinden dolayr hastalifin etiyolojisi ve yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi amaglanarak son yillarda migren ile iliskili olabilecek
SSS’de etkin olan cesitli norotransmitterler, enzimler, reseptorler, genler, noropeptidler

v.s. ile ilgili genetik farklilig1 yansitacak polimorfizm ¢alismalar1 hiz kazanmistir.

Cesitli calisma gruplart NOS genlerindeki polimorfizmlerle migren arasindaki
iliskinin arastirildig calismalar yapmislardir. Migren etiyopatogenezinde rol oynayan
NO’nun kaynaginin eNOS ve nNOS olabilecegi belirtilmekte; ancak bu ikisinden
hangisinin sorumlu oldugu kesin olarak sdylenememektedir. Ancak deneysel
caligmalardan elde edilen veriler her iki NOS enziminden kaynaklanan NO’nun rolii

olabilecegini diistindiirmektedir.

Griffiths ve arkadaglar1 (85) NO’nun agr1 uyarisinin santral siirecindeki rolii ve
bazal veya stimiile edilmis vazodilatasyonun kontroliindeki onemli rolii nedeniyle
migren etiyolojisinde bir aday gen olabilecegini diisiinerek eNOS geni polimorfizmini
arastirmiglar fakat anlamli bir iliski bulamamislardir. Daha sonra, Borroni ve arkadaslari
(21) eNOS aktivitesinde azalmaya neden olan eNOS geni Glu298Asp polimorfizmini
arastirdiklart caligmalarinda hastaligin baslama yasi, atak sikligi, aile oykiisii gibi
parametrelerle genotipler arasinda anlamli iliski bulamazken eNOS Asp/Asp homozigot
hastalarda aurasiz migrenlilere gore aurali migren riskini 3 kat ve kontrollere gore
migren riskini 2 kart arttirdigini gostermisler ve Asp298 homozigot genotipin aurali
migren icin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir. eNOS Glu298Asp

polimorfizmi (Asp alleline sahip olanlarda) bazal NO olusumunundaki azalma ile
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iliskilidir (150).

Migren gibi kompleks bir hastalikta farkli aday genler olabilecegi diisiiniilerek
INOS geni promoter bolgesinde biallelik tetranukleotid polimorfizmi arastirilmis ancak
allel dagilimi acisindan migren ve kontrol gruplart arasinda anlamli bir iligki

bulunamamustir (86).

nNOS C276T polimorfizmi ile migren arasindaki iliskinin arastirildigi bir
calisma literatiirde bulunmamaktadir. Ayrica nNOS polimorfizminin NO diizeyleri

tizerindeki etkilerinin arastirildigr herhangi bir ¢aligmaya da rastlanmamugtir.

NO norotransmisyon, diiz kas motilitesi ve nosisepsiyona aracilik etmek gibi
yaygin biyolojik aktivitelere sahip bir molekiildiir. nNOS tarafindan sentezlenen NO
santral ve periferal sinir sistemi ve serebral kan akiminin otonomik innervasyonunda
onemli role sahiptir. Ayrica NO’nun migren etiyopatogenezindeki olas1 6nemli rolii
nedeniyle bu ¢calismada nNOS C276T polimorfizminin aurali ve aurasiz migrendeki rolii
ve ayrica hastalardaki cesitli klinik parametrelerle (hastaligin baslama yasi, atak siklig
gibi)  genotiplerin iligkisinin olup olmadig arastirilmistir. Bu calismada migrenli
hastalar ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimu ile hastaliga yatkinlik ve hastaligin
klinik ozellikleri acisindan anlamli bir iligki bulunamamistir. nNOS polimorfizminin
migrenle iligkisinin incelendigi bir ¢alismada da Johnson ve arkadaslar1 (22) nNOS geni
5 ve 3’ bolgelerinde iki mikrosatellit tekrar varyantlarinin migren (aurali ve aurasiz)

yatkinlig ile iligkisini aragtirmiglar ancak anlamli iligki bulamamislardir.

Migren olduk¢ca kompleks bir etiyopatogeneze sahip ve yaygin bir hastalik
oldugundan ayrica ailesel y1gilim gosterdiginden ve genetik faktorlerin etiyolojide rolii
oldugundan arastirilmasi gereken bir konudur. Migrende rolii olan genetik faktorleri tek
bir gene indirgemek miimkiin degildir, muhtemelen farkli genler (tip ve sayisi
bilinmeyen) ve bir takim bagka faktorler (endojen faktorler, diyet, cevresel faktorler,
stres, bazi ilaclar vs.) kompleks bir etkilesim halinde hastalik etiyolojisine katkida
bulunmaktadir. NO migren etiyopatogenezinde rolii oldugu gosterilen bir molekiildiir,
bu nedenle bu molekiile yonelik arastirmalarin yapilmasi gelecekte tedavi stratejileri
acisindan yol gosterici olabilecektir. Yapilan caligmalar NOS inhibitorlerinin akut

migren ataginin tedavisinde etkili olabilecegini gostermektedir, ayrica migrende rolii
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olan NO’nun kaynagimin belirlenmesi ile belki NOS spesifik inhibitorler gelecekte

tedavi yaklasimlarindan birisi olabilir.
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